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TITRE : La biologie du champignon mycorhizien à arbuscules Rhizophagus 
irregularis DAOM197198 à la lumière de la génomique et de la transcriptomique 
Résumé  
Les Glomeromycètes sont des champignons symbiotiques mutualistes associés aux racines des 
plantes. La majorité des espèces végétales sont capables de s’associer à ces champignons. Cette 
association favorise le recrutement de sels minéraux du sol par les plantes, en échange le 
champignon retire du carbone de son hôte. La mise en place de cette symbiose consiste en une 
succession d’étapes de développement fongique sous contrôle de molécules signalétiques. Mes 
travaux de recherche ont porté sur la description des programmes génétiques qui sous-tendent le 
développement du champignon Rhizophagus irregularis isolat DAOM197198 lors de l'établissement 
de la symbiose. 
Le premier chapitre présente les mises au point réalisées pour produire le matériel biologique 
fongique dans les différents stades de développement à des fins de séquençage Illumina. En effet, 
ce champignon n'étant pas cultivable en culture pure, la production d'ARN de qualité et en quantité 
suffisante est une étape primordiale. Les données RNAseq obtenues ont été utilisées pour définir les 
modèles de gène de l'assemblage du génome présenté en chapitre II. Ce chapitre présente la 
publication réalisée dans le cadre du Glomus Genome Consortium : R. irregularis possède un 
génome haploïde et homocaryotique (Tisserant*, Malbreil* et al., 2013). La discussion qui en suit 
porte notamment sur la comparaison des données obtenues ultérieurement sur cette même souche 
(Lin*, Limpens* et al., 2014), et la mise en relief de ces données génomiques avec celles de 
génotypage précédemment publiées suggérant l'hétérocaryotie des Gloméromycètes. En l'état actuel 
des connaissances, l'hypothèse d'une perte de variabilité génomique par homogénéisation nucléaire 
de la souche DAOM197198 cultivée depuis plus de 20 ans en culture in vitro en association avec 
des racines de carotte ne peut être écartée. 
Le chapitre III présente les données d'expression génique issues des RNAseq dans les 10 conditions 
biologiques retenues : germination des spores, cinétique de réponse aux strigolactones sur 4 temps, 
effets des exsudats racinaires, croissance in planta, croissance des hyphes extraracinaires. Les 
strigolactones (GR24) régulent de l'ordre de 300 gènes au cours du temps, et ce, de manière 
séquentielle. Les exsudats racinaires régulent également l’expression de centaines de gènes, mais 
dans nos conditions, peu sont communs aux gènes régulés par les strigolactones. Ceci suggère qu’il 
existe d’autres signaux qui vont jouer un rôle dans les étapes précoces de la mise en place de la 
symbiose. La comparaison des deux états physiologiques symbiotiques (hyphes in planta/hyphes 
extra-racinaires) montre une coopération métabolique du champignon dans le milieu extérieur (sol) 
et dans le milieu racinaire. 
Le chapitre IV décrit, à travers l’étude du transcriptome de R. irregularis en association avec trois 
espèces végétales phylogénétiquement éloignées, qu’il existe un set de 262 gènes fortement induits 
quel que soit l’hôte. Ces résultats ont permis d’affiner la recherche de candidats pertinents impliqués 
dans la symbiose et le développement dans les tissus végétaux. 
Le dernier chapitre présente le couplage d'approches transcriptomiques et métabolomiques qui ont 
permis l'identification de deux nouvelles molécules (propionyl- et butyryl-carnitine) potentiellement 
impliquées dans la mise en place de la symbiose. 
L'ensemble de ces données est finalement discuté au vu des enjeux de cette symbiose et de la 
nécessité de mieux en comprendre sa biologie. 
 
  
 
  
TITLE: The biology of the arbuscular mycorrhizal fungus Rhizophagus 
irregularis DAOM197198 enlighten by genomics and transcriptomics.  
Abstract 
Glomeromycota are mutualistic fungi associated with plant roots. The vast majority of plant species 
are able to form a symbiosis with these organisms. This association improves plant nutrition via a 
better water and mineral recruitment from the soil. In return, the fungus receives carbon compounds. 
Symbiosis establishment is achieved by a step by step development, led by signal exchanges. My 
work was focused on describing genetic programs supporting the fungal development of 
Rhizophagus irregularis DAOM197198, during symbiosis establishment. 
The first chapter presents the production of RNAseq data. As this fungus is an obligate biotroph, first 
challenge was to produce fungal material at the different developmental stages in sufficient amount 
and biological reproducibility for the Illumina RNA sequencing. RNASeq data obtained were then 
used to define the gene models on the genome assembly, presented in chapter II. This chapter 
presents the publication of R. irregularis genome, in the frame of the Glomus Genome Consortium 
and concludes that this fungus has a haploid and homocaryotic genome (Tisserant*, Malbreil* et al., 
2013). The discussion focuses on the comparison of our data and those later obtained on the same 
strain by Lin*, Limpens* et al. (2014). Intriguingly, previous genotyping analyses stated that 
Glomeromycota have a heterokaryotic organization. We cannot exclude that the low genomic 
variability of DAOM197198 isolate observed by two independent studies can be due to a loss of 
genomic diversity during more than two decades of in vitro culture.  
Chapter III presents gene expression from the RNAseq data obtained in 12 biological conditions: 
spore germination and strigolactone responses at 4 time points, root exudate effects, in planta 
development and extra radical development. Strigolactones (GR24) affect the expression of around 
300 genes during the pre-symbiotic development, in a sequential manner. Root exudates also 
regulate the expression of hundreds of genes, but few are regulated by both strigolactones and root 
exudates, in our experimental conditions. This result suggests that other plant signals play a role in 
early steps of symbiosis establishment. Comparison of mycelium growing in plant tissues and 
mycelium growing outside of the root shows a metabolic cooperation between the physiological 
dipole. 
By studying the R. irregularis transcriptomes in association with 3 phylogenetically distant plants, we 
report in chapter IV a set of 262 genes that are highly induced whatever the host is. These results 
allowed refining the number of candidate genes possibly playing an important role in the symbiotic 
development. 
The last chapter shows that, by coupling metabolomic and transcriptomic approaches, two molecules 
(propionyl- and butyryl-carnitine) could be identified and might play a role in late steps of symbiosis 
establishment. 
Altogether, these data are discussed in the frame of this symbiosis challenges, and the necessity to 
better understand its biology. 
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Préambule: Qu'est-ce qu'une plante? 
 
La représentation que nous nous faisons d'une plante n'échappe pas aux 
limites de nos moyens de perception. Qu'est-ce qu'une plante ? Graine, 
racines, tiges, feuilles, puis fleurs et graines. Nous sommes nombreux à 
partager cette connaissance sur la base d'un petit exercice d'éveil réalisé en 
classes primaires : la germination du haricot ou de la lentille dans du coton 
imbibé. Il n'y a pas meilleur exemple pour montrer l'extraordinaire pouvoir 
de croissance des plantes à partir d'une petite graine. Et pourtant... un jour, 
les enfants apprendront que le haricot qui a germé sur coton n'est pas tout à 
fait comparable au haricot qui a germé dans un sol, ainsi saurons nous tous 
que "ceci n'est pas un haricot naturel". Racines, tiges, feuilles, fleurs et 
graines, tous les organes d'une plante sont pourtant sur ce haricot. Que 
manque-t-il donc à cette représentation de la plante ?  
Il manque l'invisible : les communautés de microorganismes associés.  
 
Les artistes nous enseignent à porter un regard au-delà des limites de l'image que nous nous faisons de 
ce qui nous entoure :  
 
  
Marcel Duchamp    Antoine de Saint Exupéry   René Magritte 
   Fontaine (1917)   "Dessine-moi un mouton" (1943)        Ceci n'est pas une pipe (1948) 
 
Les plantes sont des organismes qui vivent immergées dans un bouillon de culture microbien d'une 
richesse exceptionnelle : le sol. Un gramme de sol aurait permis à Jacques Prévert de rajouter à son 
inventaire plusieurs milliers de lignes° pour décrire la litanie des espèces microbienne... sans compter 
les ratons laveurs*. Parmi ces microorganismes, il faut citer les colocataires des racines des plantes, 
leurs antiques associés cellulaires : les champignons mycorhiziens à arbuscules.  
 
° www.nature.com/news/2008/081008/full/455724a.html#cor1 
* www.unjourunpoeme.fr/poeme/inventaire  
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En milieu naturel, les plantes sont associées à un cortège microbien très dense 
autour de leur racine. Si les bactéries constituent - de loin - la plus grande diversité 
d'espèces dans ces communautés microbiennes, les champignons sont aussi très 
présents. Ainsi un gramme de sol de prairie contiendrait près de 200 mètres d'hyphes 
fongiques (Leake et al., 2004). Parmi ceux-ci, plusieurs mètres sont constitués d'hyphes 
de champignons symbiotiques des plantes (van der Heijden et al., 1998). Ces 
champignons symbiotiques sont associés aux racines des plantes, formant des 
mycorhizes (du grec « myco » pour champignon et « rhize » pour racine). Il existe 
plusieurs types de mycorhizes, mais les plus étudiées sont les ectomycorhizes et les 
endomycorhizes (Figure 1). Les ectomycorhizes sont formées par des champignons 
appartenant aux basidiomycètes ou aux ascomycètes associés généralement à des 
racines d'arbres ou d'arbustes. Les hyphes forment un manchon mycélien très dense 
autour de l’apex racinaire puis entre les cellules épidermiques et corticales, appelé 
réseau de Hartig. Les endomycorhizes sont plus discrètes, mais aussi beaucoup plus 
répandues puisque dans leur très grande majorité, les espèces végétales abritent ces 
champignons dans leurs racines. Le mycélium croît dans la racine de façon inter et 
intracellulaire, formant des structures très digitées dans des cellules corticales qui 
caractérisent ces champignons : les champignons mycorhiziens à arbuscules ou CMA. 
1 Les champignons mycorhiziens à arbuscules  
 1.1 Présentation et position systématique 
 Les CMA sont des champignons discrets du sol : il est nécessaire soit de colorer 
les racines pour observer les structures symbiotiques microscopiques, soit de tamiser le 
sol pour révéler la présence de leurs spores. Ainsi, depuis la première description de 
Glomus microcarpum (nom d’origine: Endogone macrocarpus) par Tulasne & Tulasne 
(1845), la phylogénie et la taxonomie des CMA ont beaucoup évolué et ce, grâce à la 
disponibilité croissante de données moléculaires (voir Stürmer, 2012 pour une revue 
historique de la taxonomie). Une raison à cela est la faiblesse des caractères 
observables sur lesquels baser une classification : seuls l’aspect du mycélium, la taille, la 
couleur (Figure 2), la forme et l'organisation pariétale des spores ont pu être utilisés pour 
différencier ces organismes. L'analyse des régions ribosomiques a permis de mieux 
définir les espèces, ou plus précisément les taxons moléculaires. Ainsi l'ensemble de ces 
champignons sont regroupés dans un seul phylum, les Glomeromycota, placé en 
position basale de la phylogénie des champignons (Schussler et al., 2001). La distinction 
entre espèces et la taxonomie ont été plusieurs fois revisitées pour tendre actuellement à 
une stabilisation (Schussler & Walker, 2010) qui n'entraîne que des ajustements  
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(Redecker et al., 2013). A ce jour il est considéré qu'il y a 18 genres contenant 250 
espèces (Figure 3 http://schuessler.userweb.mwn.de/amphylo/). Toutefois, il reste encore 
des défis phylogénétiques à relever. D'une part les liens entre les différents groupes 
fongiques restent à préciser (notamment le positionnement relatif des Glomeromycota et 
des Mucoromycota). D'autre par des changements futurs sont à prévoir avec la 
multiplication des études de métagénomique. En effet, la taxonomie actuelle est basée 
sur des espèces dont les spores ont été isolées, les nouvelles technologies permettent 
d’obtenir directement des séquences à partir de racines ou du sol, donnant ainsi accès à 
d’autres espèces non sporogènes ou très discrètes, voire d’autres genres (Öpik et al., 
2013).  
 1.2 Le succès écologique des CMAs est lié à leur co-évolution avec les 
plantes terrestres 
La symbiose mycorhizienne à arbuscules a l'originalité de concerner une vaste 
majorité de plantes : bien qu’il n’y ait pas de liste exhaustive, il est estimé que plus de 
80% des espèces et 90% des familles de plante sont mycotrophes, i.e. capable de 
former une symbiose avec les champignon – ici les CMA (Newman & Reddell, 1987; 
Wang & Qiu, 2006; Smith & Read, 2010). D’autre part, grâce à des échantillonnages 
suivis d’observations au microscope, on sait que les Glomeromycota sont présents sur 
tous les continents, des îles subarctiques à la péninsule Antarctique (Newsham et al., 
2009; Smith & Read, 2010). Des études de métagénomique approfondiront encore les 
connaissances actuelles sur la distribution de ce groupe de champignon (Opik et al., 
2010; Moora et al., 2011). Le succès de la symbiose MA est en lien avec les effets 
bénéfiques que retirent les plantes à accueillir ces champignons (van der Heijden et al., 
1998; van der Heijden & Scheublin, 2007). On peut dès lors imaginer que les 
caractéristiques génétiques qui permettent l’établissement de la symbiose peuvent être 
partagées par la majorité des espèces de plante. Ceci d'autant que l'analyse de fossiles 
de la flore de Rhynie indique que cette association était déjà présente il y a 400 millions 
d’année (Remy et al., 1994; Redecker et al., 2000; Dotzler et al., 2006). Au vu de ces 
données, il a été suggéré que la symbiose mycorhizienne serait ancestrale au sein de la 
lignée verte et aurait permis aux plantes de coloniser le milieu terrestre en promouvant le 
développement des racines, facilitant ainsi le passage du milieu aquatique au milieu 
terrestre (Brundrett, 2002; Humphreys et al., 2010; Kenrick & Strullu-Derrien, 2014). 
Etant donné le caractère ancestral de cette association et la position phylogénétique 
fragmentée des espèces non mycotrophes (Wang & Qiu, 2006), le statut non mycotrophe 
est considéré comme une perte de l'aptitude à former cette symbiose. Cette perte 
interviendrait lorsque le coût énergétique lié à l'établissement de la symbiose ne serait 
plus compensé par le gain adaptatif à l'environnement conféré par l’association. Ainsi  
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les limnocharitaceae présentes en milieu aquatique et les Brassicaceae caractéristiques 
des milieux riches en nutriments (flore rudérale) possèdent des adaptations spécifiques à 
leur environnement qui compensent efficacement leur incapacité à établir une symbiose 
MA, respectivement des pièges à insectes et un système racinaire dense et riche en 
poils racinaires (Koide, 1991; Bucher, 2007). Cette perte d'aptitude s’accompagne de la 
perte de plus d’une centaine de gènes, définis comme spécifiques à la symbiose (Delaux 
et al., 2014). 
2 Biologie des champignons MA et de la symbiose MA 
Une analyse bibliographique même sommaire révèle qu'il y a majoritairement deux types 
d'approches scientifiques sur la symbiose MA :  
 .Les études réalisées sur la plante hôte pour décrire les mécanismes 
symbiotiques. De nombreux mutants et les gènes associés ont été caractérisés dans 
l'établissement (gènes de perception des signaux symbiotiques) et le fonctionnement de 
la symbiose (transporteurs de phosphates, de sucres...). Ces connaissances ont par 
ailleurs été enrichies par la redondance observée des voies de signalisation entre 
symbiose rhizobienne et mycorhizienne (Singh & Parniske, 2012). 
 .Les études sur l'écologie des champignons MA. La répartition de ces 
champignons en milieu naturel ou anthropisés et l'incidence agronomique de ces 
champignons sont des thèmes récurrents.  
Les études sur les mécanismes symbiotiques effectuées sur le partenaire 
fongique sont moins abondantes. La raison principale en est que les CMA sont des 
organismes difficiles à étudier car ils cumulent des caractéristiques limitant les 
possibilités d'analyse fonctionnelle. Citons par exemple :  
 .Les CMA sont des micro-organismes qui ne peuvent accomplir leur cycle 
biologique qu'en étant associés à un hôte : ce sont des biotrophes obligatoires. Par 
ailleurs l'observation en routine d'une interaction racinaire est plus difficile qu'une 
interaction foliaire. La mise en culture in vitro sur racines transformées a été une 
avancée pour étudier les évènements intimes de développement du champignon. Malgré 
cette avancée, obtenir une quantité suffisante de matériel d'étude nécessite plusieurs 
mois de culture. 
.Les CMA développent des hyphes coenocytiques et des spores plurinucléées. Du 
fait de l'absence de stade mononucléé (sphéroplastes, spores), les stratégies de 
mutagénèse ne sont pas applicables car il n'y a pas de stratégie de sélection des 
transformants : même si un noyau venait à être transformé, il serait parmi des centaines 
d'autres noyaux sauvages. De nombreuses tentatives ont été réalisées, des 
transformations transitoires et non stables obtenus par biolistique ayant été obtenues 
(Forbes et al., 1998; Helber & Requena, 2008). Les approches par mutagénèse directe  
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du symbiote restent donc de l’ordre du fantasme. Mais les travaux réalisés sur Blumeria 
graminis, un pathogène fongique biotrophe obligatoire, ouvrent de nouvelles 
perspectives. La stratégie élaborée, appelée « host induced gene silencing » (HIGS), 
consiste à introduire dans le génome de la plante une cassette RNAi ciblant un gène du 
champignon. Le mécanisme de translocation reste à définir, mais les résultats montrent 
une forte diminution d’expression des gènes cibles, supposant le passage des siRNA de 
l’hôte au symbiote. L’étude de l’implication de certains gènes dans la colonisation devient 
alors possible (Nowara et al., 2010). Cette technique a déjà été testée avec succès dans 
le cadre de l'interaction Rhizophagus irregularis-Medicago truncatula et a permis 
d’identifier le rôle central de Mst2, un transporter de sucre, dans la symbiose (Helber et 
al., 2011). Il sera désormais possible d'enrichir nos connaissances sur la biologie 
fonctionnelle du champignon. En attendant, les connaissances sur la biologie du 
champignon et la biologie symbiotique sont retracées ci-dessous. 
 2.1 Résumé du cycle de vie des CMA. 
 La figure 4 retrace différentes étapes de développement d'un champignon MA. 
Depuis les travaux de Mosse et Hepper (1975), puis de Bécard et Piché (1989), la mise 
en place de la symbiose MA est souvent simplifiée en trois phases :  
 i) une phase asymbiotique : 
Dans des conditions de températures favorables, les spores germent en 
produisant des hyphes coenocytiques (1, 2). En absence d'une plante hôte, le processus 
s'arrête rapidement et soit le cytoplasme se rétracte dans la spore pour des germinations 
ultérieures, soit il y a formation de nouvelles spores.  
ii) une phase présymbiotique,  
Au voisinage d’une plante hôte, les deux partenaires vont produire et percevoir 
des signaux chimiques qui vont les préparer à la symbiose (3, 4). Les strigolactones, 
molécules émises par la plante et perçues par le champignon, vont entraîner une 
croissance et une ramification intenses des hyphes, augmentant la probabilité de 
rencontre des deux partenaires, et donc assurer la survie du champignon. Le 
champignon émet dans son cas des composés dérivés de la chitine (chito-
oligosaccharide - CO et lipochito-oligosaccharides - LCO) dont on pense qu’ils 
conditionnent les étapes précoces d'acceptation du microorganisme par l'hôte. 
iii) une phase symbiotique. 
 Après contact de la racine, l'hyphe longe l'épiderme en surface puis forme des 
structures renflées, les hyphopodes (5). Le mycélium pénètre en suivant un système 
membranaire invaginé de pré-pénétration formé par l'hôte. De cellule en cellule, le PPA 
(pre-penetration apparatus) va guider les hyphes jusqu’à la partie corticale de la racine, 
où le champignon va pouvoir développer, dans certaines cellules corticales, des  
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structures hyper ramifiées appelées « arbuscules » (6). Ces arbuscules sont entourés 
par la membrane plasmique de la cellule hôte. Cette forte digitation assure une zone de 
contact plus importante entre les deux cellules partenaires, et il est proposé que ces 
structures correspondent aux zones majoritaires d’échanges de nutriments. 
Parallèlement à la croissance in planta, les hyphes vont se développer dans le sol, 
duquel le champignon va extraire divers minéraux, particulièrement le phosphate, qui 
seront échangés dans les arbuscules contre des sucres issus de la photosynthèse. Les 
hyphes extra racinaires (extra radical mycelium ou ERM) sont capables d’infecter 
d’autres plantes, et c’est à partir de ces structures que les nouvelles spores sont formées 
(7), complétant ainsi le cycle de vie du champignon. 
Ces trois phases regroupent elles-mêmes des étapes de développement intime du 
champignon décrites ci-après. 
 2.2 La germination autonome des spores  
 Les spores de CMA sont de grandes taille et sont riches en composés de réserve 
lipidiques (Sancholle et al., 2001; Trépanier et al., 2005). Ces spores peuvent germer 
sans stimulus exogène, bien que la perception de signaux végétaux stimule cette 
germination (Besserer et al., 2006). Il a été montré que la température jouait un rôle, ce 
qui permet par ailleurs de synchroniser la germination des spores (Juge et al., 2002). 
Dans ce cas de figure, la croissance des hyphes est cependant faible, et la spore 
consomme le moins d’énergie possible, formant peu de ramifications. Chez R. irregularis, 
ce contrôle de germination serait lié à l'expression du gène codant pour la fumarate 
reductase cytosolique. Cette enzyme est impliquée dans la croissance en anaérobie : le 
transcrit n'ayant été détecté que dans les phases asymbiotiques. Ces résultats suggèrent 
que sans l’hôte, le champignon se développe en conditions anaérobie, et met en place 
une respiration aérobie à l'état symbiotique (Sędzielewska et al., 2012). En faveur de 
cette hypothèse, la respiration de R. irregularis et Gigaspora rosea augmente fortement 
en réponse à des exsudats racinaires (Tamasloukht et al., 2003; Besserer et al., 2006). Il 
existerait donc un mécanisme de contrôle de la respiration dépendant de la perception 
de signaux symbiotiques. Comme les CMA sont des symbiotes obligatoires, trouver un 
hôte est vital. Ainsi en absence de signaux indiquant la présence d’une plante, le 
champignon économiserait l’énergie stockée dans la spore et la croissance s’arrêterait 
au bout de quelques jours ou semaines, le cytoplasme se rétractant dans la spore ou 
dans une spore nouvellement formée (Hildebrandt et al., 2002). Ce mécanisme peut se 
répéter plusieurs de fois selon les espèces (Koske, 1981). Cette stratégie de survie et 
son mécanisme restent à être décrits plus précisément. A ce jour, un seul autre gène, 
GmGIN2 de Funneliformis mosseae, potentiellement impliqué dans le cycle cellulaire, a  
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été identifié comme exprimé durant cette phase de croissance autonome (Requena et 
al., 2002). 
2.3 Le dialogue moléculaire présymbiotique 
 Au voisinage d’une racine, le champignon perçoit des signaux qui enclenchent 
des changements physiologiques et morphologiques drastiques (voir Bécard et al., 
2004). Ces réponses vont ainsi favoriser la rencontre des deux partenaires, et donc, la 
possibilité de former la symbiose. De son côté, le champignon produit aussi des 
molécules qui sont perçus par la plante et qui vont la préparer à accueillir le symbiote.  
 2.3.a Les molécules émises par les plantes et perçues par les CMA : les 
strigolactones 
 Au voisinage des racines, les hyphes des CMA ramifient fortement (Giovannetti et 
al., 1996). Cette réponse peut être reproduite par des exsudats racinaires, 
particulièrement visible sur les espèces du genre Gigaspora (Nagahashi & Douds, 1999). 
Ce biotest a permis de réaliser des criblages de molécules présentes dans les exsudats 
pour identifier les inducteurs, un temps appelé les branching factors. Parmi les milliers de 
molécules présentes dans les exsudats racinaires, les molécules de la famille des 
strigolactones se sont avérées les plus actives (Akiyama et al., 2005).  
De la rhizosphère à la plante 
Les strigolactones ont été initialement caractérisées pour leur rôle de stimulants de la 
germination des plantes parasites du genre Striga et Orobanche (Cook et al., 1966, 
1972), bien avant leur identification comme signal impliqué dans la symbiose 
mycorhizienne à arbuscules (Akiyama et al., 2005; Besserer et al., 2006; Gomez-Roldan 
et al., 2008). La réponse de ramification est déclenchée par la perception des 
strigolactones à des concentrations aussi faibles que 10-12 M (Akiyama et al., 2005; 
Besserer et al., 2006). En 2008, un rôle hormonal est démontré pour les strigolactones 
qui participent à l’architecture de la plante en inhibant la croissance des bourgeons 
axillaires (Gomez-Roldan et al., 2008; Umehara et al., 2008).  
Diversité de structures 
Les strigolactones sont des produits dérivés de la voie de synthèse des caroténoïdes, et 
une quinzaine de structures ont été identifiées à ce jour (Yoneyama et al., 2009; Xie et 
al., 2010; Ruyter-Spira et al., 2013 - Figure 5). Elles partagent un squelette commun 
composé de 4 cycles carbonés : les cycles ABC, liés par un lien enol-ether au cycle 
méthyl-buténolide D. Comme le montre la figure 5, les cycles C et D sont communs à 
toutes les strigolactones, ce sont les décorations sur les cycles A et B qui les 
différencient (voir la revue Xie et al., 2010). Le GR24, largement utilisé dans les 
laboratoires, est un analogue structural très utilisé car plus facile à synthétiser et  
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relativement stable (Johnson et al., 1981). Cette molécule ne possède pas de 
décoration sur ses cycles A et B, mais induit tout de même une activité biologique sur la 
germination des graines de plantes parasites, ainsi que sur la ramification des hyphes 
des CMA (Johnson et al., 1976; Besserer et al., 2006). 
Biosynthèse et perception 
Du fait de leur découverte très récente, les voies de biosynthèse et de perception des 
strigolactones ne sont pas encore complètement élucidées. On sait que les 
strigolactones sont dérivées de la voie de synthèse des caroténoïdes (Booker et al., 
2004; Matusova et al., 2005; Gomez-Roldan et al., 2008). D27, une β-carotène 
isomérase contenant du fer, convertit le all-trans-β-carotène en 9-cis-β-carotène (Alder et 
al., 2012; Waters et al., 2012). Ensuite, CCD7 et CCD8 (pour carotenoid cleavage 
deoxygenase 7 et 8), vont successivement réduire la taille de la molécule, convertissant 
le 9-cis-β-carotène en 9-cis-β-10’-carotenal, puis en β-apo-13-carotenone, appelée 
carlactone (Booker et al., 2004; Schwartz et al., 2004; Alder et al., 2012). Les étapes de 
conversion de la carlactone en strigolactone n’ont pas clairement été définies, mais il a 
été montré que MAX1, une cytochrome P450 monooxygénase de classe III est impliquée 
dans la synthèse (Booker et al., 2005; Alder et al., 2012; Cardoso et al., 2014). Le 5-
deoxystrigol semble être la première strigolactone synthétisée et à partir de laquelle les 
autres vont être produites, à travers l’ajout de décorations (Rani et al., 2008; Zwanenburg 
et al., 2009). Un transporteur de type ABC, appelé PDR1 a été caractérisé chez le 
Pétunia comme étant le transporteur des strigolactones. Sa mutation entraîne une baisse 
de la mycorhization, au moins en partie due au blocage de la sécrétion de ces hormones 
par les racines (Kretzschmar et al., 2012). Deux protéines impliquées dans la perception 
ont été identifiées : D3, une protéine contenant une F-box (Stirnberg et al., 2002; 
Ishikawa et al., 2005; Johnson et al., 2006) et D14, une hydrolase α/β-fold, proposée 
comme étant le récepteur des strigolactones (Arite et al., 2009). Il a récemment été 
montré que D14 se lie au GR24 et le clive (Hamiaux et al., 2012; Kagiyama et al., 2013; 
Zhao et al., 2013), induisant ainsi la déstabilisation de la protéine qui se lierait à D3 
(Hamiaux et al., 2012; Nakamura et al., 2013).  
En tant qu’hormones, les strigolactones jouent de multiples rôles. Elles interviennent 
dans la formation des racines latérales et l’élongation des poils racinaires (Kapulnik et 
al., 2011a,b). Elles sont également impliquées dans l’élongation des rhizoïdes chez les 
plantes basales (Delaux et al., 2012), et ce de manière dépendante de la concentration 
de phosphate (Ruyter-Spira et al., 2011).  
Présence des strigolactones dans la lignée verte et la symbiose MA 
Du fait du caractère ancestral de la symbiose mycorhizienne, apparu lors de la transition 
des végétaux entre milieu aquatique et terrestre, la question de la primauté d'apparition  
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entre fonction hormonale et rôle symbiotique des strigolactones a été posée. Grâce à un 
travail mêlant approches in silico, approches biochimiques et tests d’activités 
biologiques, il a été montré que les strigolactones sont apparues avec les Charophyceae 
(groupe phylogénétiquement très proche des plantes terrestres). Les auteurs proposent 
donc que les strigolactones soient apparues initialement pour leur fonction hormonale (et 
notamment l’élongation des rhizoïdes de charales). Elles auraient ensuite été recrutées 
comme molécules signalétiques dans les interactions plantes-Glomeromycota (Delaux et 
al., 2012) et auraient été conservées à travers l’évolution de la lignée des plantes 
terrestres, à la fois comme hormone ayant un rôle majeur dans l’architecture des plantes 
et à la fois comme molécule favorisant la mycorhization. 
Rôles dans la symbiose mycorhizienne 
De nombreux travaux sur la recherche des "branching factors" dans les exsudats 
racinaires à des concentrations très faibles (citons Buee et al., 2000) ont précédé la 
caractérisation des strigolactones comme étant un signal perçu par les CMA. Outre l'effet 
sur la ramification (Akiyama et al., 2005), la disponibilité de l'analogue GR24 a permis de 
caractériser l'effet précoce des strigolactones sur le métabolisme mitochondrial et la 
respiration cellulaire (Besserer et al., 2006) comme décrit pour les exsudats racinaires 
(Tamasloukht et al., 2003). Le GR24 induit une augmentation de la densité (32% en 5h), 
l’aspect et les mouvements des mitochondries. Ce dernier effet est caractéristique des 
évènements de fissions et de fusions et indiquerait une biogenèse mitochondriale. Les 
strigolactones provoquent l’oxydation des acides gras et la production d’ATP, ces 
réponses étant dépendantes d’une NADH déshydrogénase et d’une oxydase alternative 
dans la chaine respiratoire (Besserer et al., 2008, 2009). D'autres enzymes seraient 
impliqués dans des étapes plus tardives de la réponse (Tamasloukht et al., 2003; 
Besserer et al., 2008). Ce réveil de la physiologie fongique aboutit à la stimulation de la 
germination des spores (+ 50%) et la ramification des hyphes. L'utilisation de mutants de 
pois déficients dans la synthèse des strigolactones a permis de montrer une forte 
réduction de la symbiose MA, démontrant l'implication de ces molécules dans 
l'établissement de la symbiose MA (Gomez-Roldan et al., 2008). Concernant le 
mécanisme de perception des strigolactones par les champignons, aucune cible n'a 
encore été proposée.  
2.3.b Les autres molécules émises par les plantes et perçues par les CMA  
D'autres molécules ont été décrites comme potentiellement perçue par les CMA 
même si leur rôle reste encore à définir. 
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Les flavonoïdes  
Ce sont des molécules très diversifiées, exsudées par les racines et connues pour 
promouvoir la symbiose entre les légumineuses et les bactéries rhizobiennes. Différentes 
flavonoïdes ont montré un effet sur la germination des spores ou la ramification des 
hyphes, toutefois leurs effets sur l'établissement de la symbiose sont contrastés, parfois 
avec des effets positifs, parfois négatifs (Steinkellner et al., 2007; Scervino et al., 2007; 
Hassan & Mathesius, 2012). L'observation que des mutants de maïs déficients en 
flavonoïdes (mutation dans le gène codant pour la chalcone synthase) présentent une 
mycorhization identique aux plantes sauvages donne à penser que leur rôle dans 
l'établissement de la symbiose n'est pas essentiel (Becard, 1995). Malgré tout, ces 
résultats ne vont pas à l’encontre d’un rôle de ces molécules dans la symbiose MA.  
La lyso-phosphatidylcholine (LPC) 
La LPC a été décrite comme spécifiquement accumulée dans les racines de plusieurs 
plantes mycorhizées, mais ni dans le champignon seul ni dans les racines non inoculées 
(Drissner et al., 2007a). Cette molécule induirait l’expression du transporteur de 
phosphate spécifique de la symbiose chez la pomme de terre (Solanum tuberosum L.) et 
pourrait donc être un signal impliqué dans la symbiose. Son origine (fongique ou 
végétale) reste en débat. Cependant une étude récente contredit ces résultats : la LPC 
est aussi bien présente dans des racines mycorhizées que non mycorhizées de Lotus 
japonicus, sans qu'il n'ait été observé d'accumulation en présence de champignon 
(Wewer et al., 2014). 
Les polyamines  
Les polyamines stimulent la germination des spores de CMA, la ramification des hyphes, 
et augmentent la colonisation de la plante (Ghachtouli et al., 1995; Cheng et al., 2012). 
Leur implication dans la symbiose MA est encore à préciser. 
La subérine et les acides gras 
La formation des hyphopodes s'effectue au contact des cellules de l’épiderme des 
racines (Nagahashi & Douds David D., 1997). Il se pourrait que le signal responsable ait 
été caractérisé : en effet, les monomères de subérine semblent jouer un rôle important 
dans cette étape. Le mutant RAM2 de Medicago truncatula (« required for arbuscular 
mycorrhization 2»), de phénotype myc- (dont la mycorhization est fortement réduite), 
code pour une glycerol-3-phosphate acyl transférase (GPAT) impliquée dans la synthèse 
d’acide gras ω-hydroxylé (OHFA) et d’acide α,ω-dicarboxylique (DCA), associés aux 
monomères de cutine et de subérine (Wang et al., 2012). Le mutant RAM2 se 
caractérise par un faible nombre d'hyphopodes formés. Les auteurs observent également 
une faible colonisation, due à une pénétration réduite, avec des arbuscules anormaux.  
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L’ajout exogène de monomères de lipides complémente la diminution du nombre 
d’hyphopodes, confirmant le rôle central de ces molécules dans la symbiose. Ce travail 
montre également que la mycorhization induit l’expression du gène GPAT et de la 
quantité de certains acides gras. Ces résultats sont à rapprocher des observations de 
Nagahashi & Douds (2011) sur l'effet stimulant des acides 2-hydroxytetradecanoique 
(2OH-TDA) et 2-hydroxydodecanoique (2OH-DDA) sur la ramification des hyphes de 
CMAs 
 2.3.c Signaux d’origine fongique 
 Les CMAs produisent des composés dérivés du N-acétyl glucosamine (sucre 
aminé constituant la chitine de la paroi fongique) perçus par les plantes.  
Les lipochitooligosaccharides (LCO) 
Ces molécules, découvertes récemment (Maillet et al., 2011), ont été appelées Myc-LCO 
par analogie aux facteurs Nod, signaux produits par les bactéries des genres 
Sinorhizobium (et apparentés) dans la symbiose rhizobia-légumineuses (Lerouge et al., 
1990; Subramanian et al., 2007). Le fait que les mutants de la voie symbiotique en aval 
de la perception des facteurs Nod (dmi1, dmi2, dmi3) aient un phénotype non 
mycorhizien a orienté la recherche de ces molécules dans les exsudats de CMA. Les 
Myc-LCOs favorisent la mycorhization des plantes lorsqu’ils sont ajoutés de manière 
exogène, et induisent également la formation de racines latérales (Maillet et al., 2011). 
Les facteurs Nod sont synthétisés chez les bactéries par diverses enzymes codées par 
les gènes Nod (A, B, C, F, E, H, L, M, O, U, X, Z...). Le gène NodC, codant pour une 
chitine synthase, est un gène original chez les bactéries, phylum dans lequel on ne 
trouve pas de synthèse de chitine. Du fait de l'ancestralité de la symbiose MA (400 MA) 
sur la symbiose rhizobienne (60 MA, Sprent, 2008), il a été proposé que ces bactéries 
aient acquis les gènes de synthèse des facteurs Nod par transfert horizontal à partir des 
CMA (certaines espèces de CMA hébergeant par ailleurs eux-mêmes des bactéries 
endocellulaires, ce qui n’est pas le cas de R. irregularis ; Desirò et al., 2014). 
Les chitooligosaccharides (CO) 
Des travaux menés sur des exsudats de spores en germination de R. irregularis, 
Gigaspora margarita et G. rosea ont montré que les cellules de racine déclenchaient 
dans leur noyau une oscillation calcique. Ce signal calcique a aussi été retrouvé dans 
des cellules au contact des hyphopodes (Chabaud et al., 2011; Genre et al., 2013). Les 
molécules fongiques responsables de cette réponse sont des oligomères de N-acetyl-
glucosamines, soit des chaines courtes de chitine, contenant entre 4 et 5 résidus. Il a 
aussi été montré que la production de ces composés était stimulée par des ajouts de 
GR24 (Genre et al., 2013). La question est de définir si la production de ces dérivés de  
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chitine (LCOs et COs) provient de sous-produits de chitine lors de la croissance cellulaire 
(5 à 20% de la paroi des champignons est constituée de chitine), ou s'ils sont 
spécifiquement produits par une chitine synthase ou une chitinase en réponse au GR24. 
Quant à leur perception par la plante, une étude récente, menée sur plus d’une dizaine 
de génomes et transcriptomes, a isolé 2 récepteurs de type LysM, qui semble être 
spécifiques aux plantes mycotrophes et pourraient donc être impliqués dans la symbiose 
(Delaux et al., 2014).  
 2.4 Colonisation des racines de l'hôte 
2.4.a Effraction cellulaire et pénétration 
Comme schématisé en figure 4, l’hyphe au contact de la racine différencie une 
structure renflée appelée hyphopode. Cette structure n'est pas totalement similaire aux 
appressoria des champignons et des oomycètes pathogènes: l’hyphe au contact des 
tissus de l’hôte enfle, le cytoplasme se rétracte dans la structure et un septum se forme. 
L'appressorium permet l'effraction tissulaire dans l'hôte par dégradation enzymatique des 
surfaces épidermiques et augmentation de la pression de turgescence dans 
l'appressorium. Chez les CMAs, il n’y a ni septation, ni augmentation de la pression de 
turgescence, ni libération importante d'enzyme de lyse de la paroi de l'hôte (Bonfante & 
Perotto, 1995; Genre & Bonfante, 2007): le champignon pénètre par un mécanisme 
encore inconnu. Durant l'apposition de l'hyphopode, les noyaux des cellules végétales 
perçoivent des signaux qui engendrent une réponse calcique (Chabaud et al., 2011). Les 
cellules végétales réorganisent leur cytosquelette et forment un système membranaire 
de prépénétration (« prepenetration apparatus » PPA), qui va permettre au champignon 
d’entrer dans la racine (Genre et al., 2005, 2008). Cette phase est rapide et très discrète, 
ce qui rend difficile son étude au niveau transcriptomique (Siciliano et al., 2007). Une 
approche gène candidat a permis d'identifier le gène GinSTE (Tollot et al., 2009). Cet 
homologue du facteur de transcription STE12 (un régulateur de transcription impliqué 
dans la pénétration de l’hôte chez les champignons pathogènes - Park et al., 2002; 
Wong Sak Hoi et al., 2007) est induit pendant l’étape de pénétration et son expression 
complémente le phénotype d'un mutant ste12 de Colletotrichum lindamuthianum. Ces 
données suggèrent que la régulation de la pénétration est conservée entre cet agent 
pathogène et les CMA. 
2.4.b Invasion des tissus 
 Les hyphes fongiques vont ensuite atteindre la zone corticale de la racine, et s’y 
développer. Selon les espèces et l’hôte, deux types de développement intra racinaire ont 
été décrits par Gallaud en 1905: certains champignons vont coloniser la racine de 
manière intracellulaire, formant dans les cellules des structures d'interaction en tire-  
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bouchon (coils - type Paris), et d’autres vont tout d’abord développer des hyphes de 
manière intercellulaire, puis pénétrer les cellules corticales pour former des structures 
hautement ramifiées, les arbuscules (type Arum). Cette distinction est toutefois moins 
marquée qu'initialement décrit et les deux types de développement peuvent être 
rencontrés dans une même espèce (Dickson, 2004; Hong et al., 2012).  
 Durant sa croissance intra racinaire, le champignon est cantonné à certaines 
zones de la racine : il est présent dans la zone corticale uniquement, ne passant pas au-
delà de la bande de Caspari vers les tissus vasculaires de la plante ; il n'atteint pas la 
zone d’élongation des racines ni l’apex (Lauressergues et al., 2012). L'étude de plantes 
mutantes a permis d'identifier plusieurs gènes impliqués dans différentes étapes du 
développement fongique à l’intérieur des racines. L’équivalent du côté des CMA n’est 
pas encore disponible (Gutjahr & Parniske, 2013).  
2.4.c Contournement de la résistance de l'hôte par les CMA 
L'envahissement des racines nécessite un contrôle des réactions de défense 
cellulaire de l'hôte. Il a été observé que les défenses de plantes augmentent de manière 
transitoire lors de l'établissement de la symbiose MA, indiquant l'existence de 
mécanismes de rétrocontrôle de ces réactions lors de la symbiose (Kapulnik et al., 1996; 
Pozo et al., 1998, 2005; García-Garrido & Ocampo, 2002; Güimil et al., 2005; Zamioudis 
& Pieterse, 2012). Aussi peut-on différencier trois étapes dans les interrelations entre la 
défense des plantes et les CMA. 
1) Lors de la pénétration, le champignon doit s'accommoder des réactions rapides de 
défense cellulaire de l'hôte. Ainsi lors de la mise en place de la symbiose mycorhizienne, 
une augmentation transitoire des ROS a été observée dans les racines (Fester & Hause, 
2005). Les espèces réactives de l’oxygène (ROS) sont décrites pour jouer un rôle très 
précoce dans la défense et dans la signalisation lors de la pénétration d'agents 
pathogènes ou de bactéries symbiotiques (Pauly et al., 2006; O’Brien et al., 2012). Chez 
Gigaspora margarita, une super oxyde dismutase fonctionnelle exprimée dès les stades 
précoces d'infection a été caractérisée (Lanfranco et al., 2005). Cette enzyme, dégradant 
les ROS, participerait à la résistance du champignon lors de « bursts » oxydatifs. 
2) Lors de la croissance in planta, une répression des mécanismes de défense de l'hôte 
est nécessaire. Les microbes pathogènes, champignons, oomycètes ou bactéries, ont 
développé des stratégies pour parer aux réactions de défenses des plantes : ils sécrètent 
(ou injectent à l’aide d’une aiguille protéique pour les bactéries) des protéines 
« effectrices » qui atténuent la réponse de la plante (Abramovitch et al., 2006; Kamoun, 
2007; Valent & Khang, 2010; Wawra et al., 2012). De tels mécanismes ont été identifiés 
chez les micro-organismes symbiotiques, tant bactériens (Kimbrel et al., 2013) que 
fongiques (Plett et al., 2011). Chez Rhizophagus irregularis par exemple, la protéine SP7  
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est sécrétée par le champignon et transloquée dans la cellule végétale par le 
champignon, et interagirait avec le facteur de transcription ERF19 (facteur de 
transcription de réponse à l’éthylène, potentiellement impliqué dans la régulation du 
système immunitaire de plante), modulant l’accommodation du symbiote dans la racine 
(Kloppholz et al., 2011).  
3) Lorsque la symbiose MA est stabilisée, il est reconnu que les CMA ont un effet 
protecteur des plantes aux agents phytopathogènes et aux ravageurs. Citons trois 
mécanismes de protection :  
 i) une pré-stimulation (priming) des réactions de défense de la plante. Lorsqu’un 
agent pathogène infecte une plante, les réactions de défense sont plus rapidement 
induits (voir les revues Pozo & Azcón-Aguilar, 2007; Jung et al., 2012). Il a été décrit que 
cette pré-stimulation peut être transmise de plante à plante via le réseau d'hyphes. Ainsi, 
il a été observé que lorsqu’une plante est attaquée par un puceron, la plante voisine va 
recevoir des signaux par le champignon et ainsi déclencher une réponse adaptée, 
notamment en produisant des composés qui attirent des prédateurs du puceron 
(Babikova et al., 2013). 
  ii) une action directe des CMA sur un agent pathogène. Il a ainsi été montré que 
Rhizophagus irregularis affecte la croissance d’une souche virulente de Fusarium 
sambicinum, un pathogène de la pomme de terre, et induit chez celui-ci la répression de 
l’expression de gènes de synthèse de mycotoxines (Ismail et al., 2011). 
 iii) un effet indirect de la symbiose MA sur l'infection. Un exemple en est la 
protection de la mycorhization sur l'infection par les plantes parasites (Lendzemo et al., 
2009; Fernández-Aparicio et al., 2010). Les graines de ces dernières germent en 
réponse à la perception de strigolactones exsudées par les racines de l'hôte, or il a été 
montré que la mycorhization diminue l’exsudation des strigolactones, induisant une 
moindre infection de la plante hôte.  
2.4.d Exploration du sol environnant 
De manière concomitante au développement dans la racine, le champignon va se 
développer dans le sol, et explorer ce milieu. Le mycélium extra racinaire s'organise en 
un réseau très dense d’hyphes, qui peut former jusqu’à plusieurs mètres d’hyphes par 
cm3 de sol (Miller et al., 1995; van der Heijden et al., 1998). Ces structures vont puiser 
eau et sels minéraux puis les transporter vers la racine (cf ci-après). C’est aussi à ce 
moment-là que le champignon va former de nouvelles spores, complétant son cycle de 
vie. L'ontogénèse des spores a été décrite sur plusieurs espèces : Gigaspora margarita 
(Bécard & Fortin, 1988; Bécard & Piché, 1992), Rhizophagus irregularis (Chabot et al., 
1992), Rhizophagus clarus (de Souza & Berbara, 1999). Il est intéressant de noter que 
les ERM colonisent très efficacement de nouveaux hôtes (Plenchette et al., 1982). 
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Sur le plan physiologique, les ERM constituent un compartiment de grand intérêt pour 
l'étude des mécanismes symbiotiques dont le fonctionnement doit être coordonné avec la 
physiologie des hyphes intra racinaires, ce que montre les travaux sur le fonctionnement 
de la symbiose MA résumés ci après. 
 2.5 Fonctionnement de la symbiose MA  
 L'établissement de la symbiose MA présente un coût énergétique pour l'hôte : il a 
été estimé que près de 20% du carbone fixé par la plante durant la photosynthèse est  
alloué au partenaire fongique (Jakobsen & Rosendahl, 1990). Une telle perte 
énergétique ne peut correspondre à un caractère sélectif adaptatif bénéfique que s'il est 
compensé par un apport très efficace en eau et en éléments minéraux apportés par le 
champignon (Walder et al., 2012). Pour éviter qu'un des deux partenaires ne triche (un 
partenaire prenant avantage sur l’autre, comme c’est le cas du parasitisme) une 
régulation fine des échanges et de l'invasion des tissus par le champignon doit être mise 
en place (Kiers et al., 2011 ; Balzergue et al., 2011). Le transfert de sels minéraux à 
l'hôte requiert l’acquisition de ces sels minéraux dans le sol par les ERM, un transport 
depuis les ERM vers les hyphes intra racinaires (intra radical mycelium ou IRM), et enfin 
une machinerie d’export vers l’hôte. L'organisation coenocytique des hyphes facilite ces 
transferts : une observation sous loupe binoculaire révèle un trafic vésiculaire 
bidirectionnel intense. De nombreux travaux ont porté sur l'identification et la régulation 
spatio-temporelle des gènes qui participent à ces transferts. 
 2.5.a Le phosphore 
 La capacité des plantes à recruter du phosphore a un impact majeur sur leur 
croissance. Le phosphore est principalement recruté sous forme d’orthophosphate (Pi). 
Si cette forme est présente dans le sol à des concentrations le plus souvent suffisantes 
(10 µM Bieleski, 1973), les phosphates sont complexés aux argiles et acides humiques 
et donc très peu mobiles dans un sol. De ce fait, il se créé rapidement une zone de 
carence en phosphate autour de la racine (Figure 6). Les plantes possèdent diverses 
adaptation pour contrer cette difficulté et il existe deux voies d’acquisition du phosphate : 
i) la voie directe, via l’expression de transporteurs de phosphate de haute affinité et via la 
modification de l’architecture des racines et le nombre de poils racinaires ; ii) la voie 
mycorhizienne, considérée comme étant de loin le moyen le plus efficace pour acquérir 
le phosphate en condition de carence. Cette nutrition phosphatée améliorée est 
considérée comme l’avantage principal apporté par la symbiose MA : dans certains cas, 
la plante se repose entièrement sur ses partenaires fongiques pour lui fournir le 
phosphate, qui vont jusqu’à apporter 100% des besoins de la plante (Smith et al., 2003). 
Etant donnée l'importance du phosphore, son transport est très régulé : la concentration 
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en phosphate dans le milieu régule la formation de la symbiose MA (Breuillin et al., 
2010). Il existe une corrélation négative entre la concentration de phosphate dans le sol 
et le niveau colonisation. Le phosphore en excès agirait notamment en diminuant la 
formation des hyphopodes via un signal encore non identifié (cf Balzergue et al., 2011). 
Lorsque le transporteur de phosphate végétal spécifique de la symbiose est muté la 
colonisation est fortement diminuée (Maeda et al., 2006; Javot et al., 2007). A l’inverse, 
quand le transport de Carbone alloué au symbiote est diminué, le champignon va 
accumuler le phosphate (Hammer et al., 2011). 
L’efficacité du champignon à acquérir le phosphore tient à sa capacité 
d'exploration du sol (Figure 6) et à ses aptitudes métaboliques : des phosphatases 
alcalines vont cliver des substrat présents dans le sol et rendre le phosphate accessible 
(Gianinazzi-Pearson & Gianinazzi, 1978; Gianinazzi-Pearson et al., 1979; Liu et al., 
2013). L’importation en elle-même est effectuée par des transporteurs fortement 
exprimés dans les ERM (Harrison & van Buuren, 1995 ; Maldonado-Mendoza et al., 
2001; Benedetto et al., 2005). Le phosphate est ensuite converti en polyphosphate 
(PolyP), soit une chaine de phosphate (entre 3 et des milliers de molécules) tenue par 
des liaisons phosphoanhydres (Kornberg et al., 1999), pour le transport des ERM vers 
les IRM (Figure 7) (Ezawa et al., 2002, 2004; Viereck et al., 2004). La synthèse de PolyP 
a été détectée dans la membrane des vacuoles, grâce à une technique de 
fractionnement des compartiments cellulaires des ERM (Tani et al., 2009). Plusieurs 
gènes potentiellement impliqués dans la synthèse de polyP ont été identifiés chez 
Rhizophagus irregularis, dont Vtc4, un complexe chaperon de transport dans la vacuole 
(Tisserant et al., 2012). Dans les IRM, le polyP est hydrolysé afin d’être transporté dans 
la plante, via notamment des transporteurs spécifiques (Pumplin et al., 2012). Plusieurs 
polyphosphatases sont très fortement exprimées dans les IRM (Tisserant et al., 2012). 
Dans deux études indépendantes, des phosphatases alkalines (ALP) ont été identifiées 
et sont induites dans les IRM, chez R. irregularis, Funneliformis mosseae et Gigaspora 
margarita (Aono et al., 2004; Liu et al., 2013). Cependant, la seconde étude a montré 
que chez F. mosseae, cette enzyme n’était pas impliquée dans l’hydrolyse du polyP, 
mais dans l’hydrolyse de glycérophosphate. Les auteurs proposent donc une étape 
supplémentaire au modèle, où le Pi est transféré du polyP à un glucose ou un glycérol 
puis stocké dans la vacuole où il sera hydrolysé par une ALP (Figure 7). 
Il est intéressant de noter que les transporteurs fongiques de phosphate impliqués 
dans le recrutement de phosphate dans les ERM sont également exprimés par le 
champignon in planta. Cela pourrait suggérer un mécanisme de réabsorption du 
phosphate à partir de l’apoplaste, afin de réguler finement la quantité transférée à la 
plante (Benedetto et al., 2005; Fiorilli et al., 2013). 
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 2.5.b L'azote 
 Il a longtemps été estimé que l’apport d’azote aux plantes était l’apanage de la 
symbiose rhizobienne (formée entre les bactéries du genre Rhizobium et les 
légumineuses). Cet élément minéral fait pourtant parti des nutriments apportés de 
manière significative à la plante lors de la symbiose mycorhizienne (Govindarajulu et al., 
2005; Tanaka & Yano, 2005). Un modèle de transport de l’azote est présenté en Figure  
8. Les CMA possèdent un panel de transporteurs qui leur permettent de recruter 
différentes formes de l’azote : l’ammonium, le nitrate et les acides aminés. Deux 
transporteurs d’ammonium à haute affinité ont été partiellement caractérisés chez R. 
irregularis : GinAMT1 (López-Pedrosa et al., 2006) et GinAMT2 (Pérez-Tienda et al., 
2011). Ils sont tous deux exprimés dans les ERM, mais le niveau d’expression de 
GinAMT2 est plus important in planta. De plus, GinAMT1 est induit dans les ERM lorsque 
les concentrations d’azote sont faibles. Deux transporteurs putatifs de nitrate ont été 
identifiés (Tian et al., 2010; Tisserant et al., 2012), le premier semble davantage exprimé 
dans les IRM, tandis que le second est exprimé dans tous les compartiments (Tisserant 
et al., 2012). Chez Geosiphon pyriformis, ce sont trois transporteurs d’ammonium qui ont 
été caractérisés récemment: GpyrAMT1, GpyrAMT2 (qui sont des protéines 
membranaires) et Gpyr AMT3 (qui est lui localisé dans la membrane vacuolaire Ellerbeck 
et al., 2013). Une perméase d’acides aminés fonctionnelle a été caractérisée chez F. 
mosseae, élargissant ainsi les moyens d’obtenir de l’azote dans le milieu (Cappellazzo et 
al., 2008). D’autres perméases ont été identifiés, exprimées dans tous les compartiments 
fongiques, suggérant la possibilité d’obtenir des acides aminés de la plante (Tisserant et 
al., 2012). Afin d’être assimilé via le cycle GS/GOGAT (glutamine synthétase/glutamate 
synthase), le nitrate doit être converti en ammonium par des nitrites et nitrates 
réductases (Marzluf, 1996). Des transcrits correspondants ont été identifiés chez R. 
irregularis, ce champignon possède une nitrate réductase et deux nitrites réductases, 
exprimées dans les ERM. L’azote est ensuite transporté vers la plante sous forme 
d’arginine. Afin de transformer l’ammonium en arginine, plusieurs enzymes entrent en 
jeu : une glutamine synthetase (GS), dont 3 ont été retrouvées chez R. irregularis et F. 
mosseae (Breuninger et al., 2004; Govindarajulu et al., 2005; Tian et al., 2010; Tisserant 
et al., 2012). Il a été montré que leurs expressions n’était pas régulées : ces gènes sont 
exprimés dans toutes les conditions, en revanche leur activité enzymatique serait 
soumise à régulation (Breuninger et al., 2004). Une seule glutamate synthase, l’enzyme 
impliquée dans l’étape suivante de la conversion, a été identifiée (Tian et al., 2010). 
L’arginosuccinate synthetase (ASS), l’arginosuccinate lyase (AL) et la carbamoyl-P-
synthetase (CPS), les dernières enzymes nécessaires ont toutes été identifiées et sont  
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fortement exprimées dans les spores en germination, les ERM et IRM, ce qui confirme 
que le cycle de l’azote, chez ces champignons est très important quelle que soit l’étape 
physiologique (Tian et al., 2010; Tisserant et al., 2012). Pour le transport vers la plante, il 
a été proposé que l’arginine soit couplée au polyP, dans les vacuoles (Bago et al., 2001). 
Une fois l’arginine dans les IRM, elle va être hydrolysée par une arginase (identifiée et 
fonctionnelle chez R. irregularis Tian et al., 2010), ce qui donne de l’urée et de l’ornithine. 
L’urée serait ensuite retransformée en ammonium par une uréase (GiURE). Le destin de 
l’ornithine est plus incertain, car elle peut être soit transformée en glutamate (par une 
ornithine aminotransférase, OAT) soit en putrescine (par une ornithine décarboxylase, 
ODC). R. irregularis possède 2 OAT, dont une qui a testée et est fonctionnelle et 4 ODC, 
dont une a aussi été testée et est fonctionnelle (Tian et al., 2010), afin d’obtenir 
d’avantage d’ammonium, il semble que le champignon convertisse l’urée en glutamate 
(Tian et al., 2010; Tisserant et al., 2012). Le mécanisme de transfert de l’azote à la 
plante peut paraitre lourd, coûtant et inutile (pourquoi ne pas transférer directement 
l’arginine plutôt que de la retransformer en ammonium ?) mais cela permet d’économiser 
2 unités de carbone au champignon, ce qui n’est pas négligeable pour un organisme 
dépendant du carbone de son hôte (Govindarajulu et al., 2005). 
 2.5.c L'eau 
 Les CMA contribuent à la résistance des plantes à la sécheresse (Augé, 2001; 
Ruíz-Sánchez et al., 2011). Dans un contexte de changement climatique et de périodes 
de sécheresses prolongées, cette caractéristique de la symbiose MA est d'un intérêt 
agronomique important. Il existe deux mécanismes cellulaires d’acquisition de l’eau : une 
voie passive, qui consiste à traverser la membrane plasmique par diffusion (qui peut être 
régulée en modifiant les lipides de la membrane) et une voie active, plus efficace, grâce 
à l’utilisation de transporteurs. L’utilisation des deux voies par les CMA est encore floue, 
mais il est possible que le recrutement de l’eau se fasse de manière active, grâce aux 
aquaporines, comme cela a été décrit chez les champignons formant des 
ectomycorhizes (Dietz et al., 2011). Les aquaporines sont des transporteurs 
membranaires formant des canaux, et qui sont impliqués dans les échanges d’eau 
(Allen, 2009), la régulation osmotique, ainsi que le transport de nutriments. Une première 
aquaporine putative a été détectée chez R. irregularis (GinAQP1), son expression est 
induite en réponse à la sécheresse et au stress froid (Aroca et al., 2009). Un autre travail 
a caractérisé 2 aquaporines fonctionnelles: GintAQPF1 et GinAQPF2 (Li et al., 2013b), 
induites dans la plante en réponse à la sécheresse (Li et al., 2013a). Les expériences de 
localisation par expression hétérologue des gènes fusionnés avec la GFP dans Pichia 
pastoris montrent un rôle probablement différent pour les deux protéines : la première  
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étant dans la membrane plasmique, tandis que la seconde se trouve dans les 
membranes plasmiques et les membranes intracellulaires. Cela suggère l’existence d’un 
système de senseurs associé à un mécanisme de régulation en réponse aux signaux 
perçus. 
 2.5.d Les molécules carbonées 
 En échange de l'apport en sels minéraux, la plante fournit au champignon des 
chainons carbonés. Il a été montré, que le carbone est obtenu principalement sous forme 
de glucose et de fructose (Shachar-Hill et al., 1995; Solaiman & Saito, 1997; Pfeffer et 
al., 1999). Une étude va plus loin en montrant que non seulement le carbone est exporté 
vers l’apoplaste, mais qu’il est en plus converti par une invertase acide d’origine végétale 
(Schaarschmidt et al., 2006), ce qui serait consistant avec l’absence d’invertase chez le 
champignon. Ce mécanisme se retrouve également dans la symbiose ectomycorhizienne 
(discuté dans Plett & Martin, 2011). Les hexoses sont importés dans le champignon à 
partir de l’apoplaste via des transporteurs fongiques. Le premier transporteur de 
monosaccharides (MST, un transporteur de haute affinité) a été identifié chez Geosiphon 
pyriformis (Schüssler et al., 2006), suivi quelques années plus tard par trois MST de R. 
irregularis, ainsi qu’un transporteur de saccharose (Helber et al., 2011). Le profil 
d’expression de MST2 suit l’expression du transporteur de phosphate de plante, 
spécifique à la symbiose. Il est exprimé à la fois dans les arbuscules et dans les IRM, ce 
qui confirme que les échanges de nutriments se font ailleurs que dans les arbuscules. 
Quand l’expression de MST2 est diminuée par HIGS, la symbiose est fortement réduite, 
présentant des arbuscules anormalement développés. En plus de transporter du 
glucose, MST2 fait transiter, par ordre décoissant d'affinité: du xylose, du mannose et du 
fructose. Les hexoses sont ensuite convertis en tréhaloses, glycogènes et lipides puis 
distribués dans les parties extra racinaires (Shachar-Hill et al., 1995; Pfeffer et al., 1999; 
Bago et al., 2000). Récemment, l'observation d’une absence de Fatty Acid Synthase 
(FAS) cytosolique (Wewer et al., 2014) relance la question de la nature des transferts 
carbonés : le champignon obtient-il l’acide palmitique de son hôte ? 
3 Comment étudier la biologie des CMA ? 
 3.1 Identifier un organisme modèle  
Identifier une souche de CMA se cultivant le plus efficacement possible, en pot ou 
in vitro, a été une quête de plusieurs années. Plusieurs espèces ont été étudiées dans le 
monde, les plus utilisées étant Funneliformis mosseae (précédemment connu comme 
Glomus mosseae), Gigaspora sp. (G. rosea, G. margarita and G. gigantea) et 
Rhizophagus irregularis (précédemment connu comme Glomus intraradices, voir ci-
après). Ces espèces forment facilement des spores lorsqu’elles sont cultivées en pot et  
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ce, sur différents hôtes (poireau, paspalum, persil, sorgho…). Cependant, une étude fine 
de ces champignons, que ce soit en cytologie ou en analyse d'expression génique, 
nécessite un matériel propre, disponible sous forme de spores produites en condition 
axénique. La première culture in vitro a été obtenue en 1975 avec le champignon 
Funneliformis mosseae cultivé en boîte de Petri sur des racines de tomate et de trèfle 
rouge (Mosse & Hepper, 1975), puis plus tard sur des racines transformées de 
Convolvulus sepium (Mugnier & Mosse, 1987). Malheureusement, ces cultures ne 
permettaient pas au champignon d’accomplir son cycle de vie complet et ne pouvaient 
pas donc pas être multipliées. Après des années d’efforts et d’améliorations, des cultures 
produisant des spores in vitro de Gigaspora sp. (Becard & Fortin, 1988; Becard & Piché, 
1989) et de Rhizophagus irregularis (Chabot et al., 1992) ont pu être obtenues. Cette 
dernière espèce s'est montrée la plus productive in vitro, particulièrement en utilisant des 
boîtes de Petri double compartiment (St-Arnaud et al., 1996), ce qui a largement 
contribué la communauté scientifique à choisir cette souche comme organisme modèle. 
 Précisons que la taxonomie Rhizophagus irregularis a connu plusieurs 
changements : initialement nommée Glomus intraradices N.C. Schenck et G.S. Sm puis 
Glomus irregulare Błaszk., Wubet, Renker et Buscot, sp. nov. (Blaszkowski et al., 2008; 
Stockinger et al., 2009), le nom actuel est Rhizophagus irregularis, (N.C. Schenck et G.S. 
Sm.) C. Walker et A. Schussler (Schussler & Walker, 2010). Cette dénomination repose 
sur la comparaison des gènes ribosomiques : ceux de cet organisme ne sont pas 
regroupés avec ceux de l’espèce type du genre Glomus, Glomus macrocarpum 
(Schussler et al., 2001; Krüger et al., 2011). Le nom de Rhizo-phagus (soit littéralement 
« mangeur de racine ») a été attribué par Dangeard en 1896 sur la base d’un 
diagnostique phytopathologique erroné, l'auteur pensant avoir identifié un pathogène 
racinaire responsable du dépérissement du peuplier (Dangeard, 1896). 
 3.2 La génomique et la transcriptomique comme outils d'étude de la 
biologie des CMA 
 Lorsque j’ai débuté ma thèse en 2011, peu de gènes ou de mécanismes 
cellulaires étaient décrits chez les champignons MA. L'impossibilité de mener des 
stratégies de génétique directe ou inverse limitait les recherches exploratoires, réduites à 
des approches hétérologues ciblées par utilisation d’oligonucléotides dégénérés, ou de 
« subtractive suppression hybridization » suivis de séquençage. Malgré les incertitudes 
sur l'organisation et la taille des génomes de ces champignons, (cf chapitre II), l'initiation 
d'un programme de séquençage du génome de Rhizophagus irregularis (Martin et al., 
2004) était le moyen d'ouvrir enfin ces véritables boîtes noires. Après des débuts 
difficiles (Martin et al., 2008), l'avènement des nouvelles générations de techniques de 
séquençage a débloqué la situation et permis mon travail. 
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 3.3 Objectifs des travaux de thèse 
 L’objectif de la thèse a consisté à explorer la biologie du développement de 
Rhizophagus irregularis DAOM197198 à travers l’étude de la régulation de ses gènes. 
Durant deux années, j’ai développé des protocoles de culture permettant de générer de 
façon reproductible une biomasse suffisante de matériel biologique pour étudier par 
RNAseq le transcriptome fongique durant les phases asymbiotique, présymbiotique, et 
symbiotiques (sur plusieurs hôtes, in planta et dans les ERMs). Ces objectifs recouvrent 
de nombreuses questions qui seront abordées dans ce manuscrit, parmi lesquelles : 
 -La perception des strigolactones par le champignon entraine-t-elle une 
modification du programme génétique indiquant une réelle différence de croissance entre 
les stades asymbiotique et symbiotique, ou n'est ce qu'une stimulation de la germination 
autonome des spores ? 
 -La réponse transcriptionnelle aux exsudats racinaires est-elle comparable à la 
réponse transcriptionnelle aux strigolactones ? 
-Quels marqueurs génétiques supportent le fait que les ERM sont plus efficaces à 
infecter un nouvel hôte que des spores en germination? 
-Quels sont les marqueurs transcriptomiques majeurs de la physiologie 
symbiotique, in planta mais aussi dans les ERM ?  
 -Quel est le degré de spécificité du programme génétique du champignon selon la 
plante hôte ? 
 
Des réponses à ces questions - et d'autres - sont présentées dans les cinq chapitres du 
manuscrit : 
 1-Production de matériel biologique et stratégies d'analyse du transcriptome 
 2-Génomique de Rhizophagus irregularis DAOM197198 
 3-Le développement de Rhizophagus irregularis DAOM197198 au regard de la 
régulation de l'expression génique 
 4-Analyse comparative des programmes génétiques de Rhizophagus irregularis 
exprimés dans différents hôtes  
 5-La transcriptomique, un outil pour identifier de nouveaux signaux symbiotiques  
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Chapitre I : Production de matériel biologique et stratégies d'analyse 
du transcriptome 
Avant-propos 
Il peut sembler inhabituel de présenter une production de matériel biologique en tant que 
chapitre spécifique. Cette mise en exergue est généralement inutile lorsque l'organisme 
d'étude est de culture aisée. Produire en quantité des champignons mycorhiziens, 
organismes discrets et biotrophes obligatoires, n'est pas trivial et mérite plus qu'un 
simple descriptif. Obtenir 5µg d'ADN génomique de bonne qualité pour du séquençage 
nouvelle génération (next-generation sequencing ou NGS) nécessite un tour de main, 
obtenir 0,5 µg d'ARN messager en triplicata reproductibles présente une réelle difficulté. 
Aussi je n'ai pas souhaité présenter cette partie sous un intitulé classique 
"méthodologie", mais comme une partie propre de mes résultats de travaux de 
recherche, portant sur les mises au point fastidieuses des conditions de culture des 
différents organismes sur lesquels j’ai travaillé et sur les conditions d'obtention des ARN 
en quantité et en qualité suffisante pour les étapes de séquençage.  
Il faut également souligner que ce travail a été rendu possible grâce à l’entreprise 
Agronutrition - tout particulièrement le travail du Dr Sébastien Roy et de Julie Viala - qui a 
développé des systèmes de culture permettant la production de masse de spores de R. 
irregularis DAOM197198.  
I.1 Production de matériel fongique  
 I.1.a Spores  
 Le matériel fongique utilisé est Rhizophagus irregularis souche DAOM197198. 
Cette souche correspond à Glomus sp#3 (Plenchette et al., 1981) isolée en 1978 à partir 
de racines de frêne (Fraxinus americana L . - prélevées dans une haie à Pont Rouge, 
Québec), puis inoculée et propagée sur poireaux (V. Furlan). Des prélèvements de cette 
culture ont été déposés au Biosystematics Research Institute (Ottawa, Ontario) en 1981, 
sous le numéro de dépôt DAOM181602. Des cultures sur poireaux de Glomus sp#3, 
propagées par l'entreprise canadienne Premier Tech souhaitant commercialiser cet 
inoculum, ont également été déposées en 1987 sous le numéro de dépôt DAOM197198 
(communication personnelle de C. Plenchette). Ce sont des spores issues des poireaux 
cultivés par cette entreprise qui ont été utilisées en 1992, pour les essais de mise en 
culture in vitro par co-culture avec des racines transformées ("hairy roots") de carotte 
clone DC1 sur milieu M + saccharose (Tableau I.1 ; Chabot et al., 1992). Cette culture a 
depuis été entretenue dans notre laboratoire sur le même clone de carotte.  
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 Pour obtenir du matériel biologique exempt de contamination par des cellules de 
carotte, notamment pour la production d'ARN, la production de spores est réalisée en 
système de boîte en double compartiment tel que décrit dans la littérature (St-Arnaud et 
al., 1996). Au bout de deux mois et demi de culture, chaque boîte produit en moyenne 
20 000 spores. Durant ma thèse, environ 20 millions de spores de qualité A (c’est-à-dire, 
sans contamination par des cellules de carotte) ont été utilisées à partir d'un millier de 
boîtes double compartiment. Cette production a été assurée par la société Agronutrition 
(Labège, 31). 
 Pour les analyses d'expression génique (RNAseq ou qPCR) des spores en 
germination, il est important de garantir la rapidité et l'efficacité de prélèvement du 
matériel biologique pour s'assurer de la reproductibilité et donc de la robustesse des 
résultats. En effet différents stimuli (variations thermiques, CO2) ou même des 
modifications environnementales aussi discrètes que la lumière bleue (Nagahashi & 
Douds, 2004) peuvent influencer l'expression génique. Dans cet objectif, les essais sur 
spores en germination on été réalisés dans un enceinte thermostatée (25°C) avec une 
concentration en CO2 (2%) contrôlée, et les prélèvements ont été réalisés par filtration à 
l’aide d’un dispositif permettant une manipulation rapide, basée sur le système « vacuum 
manifold » de Promega® utilisé pour les minipreps (Figure I.1a). Un cône à filtre stérile 
de pipette automatique (pointe de 1000 µl Sarstedt bleue, Biosphère®) est inséré dans 
un des orifices sous vide partiel pour aspirer en quelques secondes le milieu liquide dans 
lequel le champignon s’est développé (Figure I.1b). Le matériel fongique forme un amas 
qui se récupère facilement avec des pinces (Figure I.1c). Ce système convient 
parfaitement aux petits volumes. Pour des volumes plus importants, ou pour récupérer le 
milieu de culture après filtration, un système de filtration (sur membrane de nylon de 
0,45µm – Merck Millipore®) sous vide est utilisé après autoclavage (Figure I.1d).  
 I.1.b Production des hyphes extra racinaires (ERM) 
 A l'état symbiotique, le champignon est un dipôle physiologique : in planta il 
développe un programme génétique et physiologique de la symbiose souvent décrit par 
simplification extrême comme la "zone d’échange phosphore contre carbone", et en 
même temps présente une physiologie toute autre dans ses ERM, adaptées au 
recrutement actif de nutriments et d'eau. Les hyphes extra racinaires ont ainsi un double 
intérêt expérimental : non seulement ce matériel biologique est une composante de la 
physiologie symbiotique, mais il est dans un état physiologique distinct de l'état 
symbiotique in planta. Ainsi les ERM, concomitants aux hyphes in planta, constituent une 
référence de choix pour analyser les régulations géniques intervenant in planta. 
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production des ERM a été réalisée en boîte (cf I.2.a) présentant un double compartiment. 
Les racines sont maintenues d’un seul côté de la boîte (milieu M+saccharose), le 
champignon peut passer la languette plastique et coloniser l'autre côté de la boîte (milieu 
M). Deux mois après repiquage des racines, le compartiment adjacent est entièrement 
colonisé par le champignon (i.e. les ERM couvrent la totalité du compartiment, voir Figure 
I.2a). Le gel est alors coupé puis ôté pour le remplacer par du milieu M sans saccharose 
liquide, seule une courte partie de milieu gélosé gel est conservée au niveau du passage 
du champignon d’un compartiment à l’autre afin de faciliter son redéveloppement (Figure 
I.2b). Après deux semaines supplémentaires, les hyphes ont recolonisé le milieu liquide 
(Figure I.2c et d). Il faut noter de grandes disparités dans la reprise de la croissance des 
hyphes, et seule une boîte sur 6 environ est fortement colonisée. Le prélèvement de ces 
jeunes ERM en milieu liquide s'effectue en enroulant les hyphes autour de pinces 
(technique "barbe à papa"), puis en séchant la pelote sur papier absorbant avant de 
congeler puis d’extraire. Au final il a été nécessaire de réaliser 90 boîtes pour obtenir 30 
µg d'ARN totaux nécessaires à la réalisation des trois banques. 
I.1.c Culture des plantes en association avec Rhizophagus irregularis 
DAOM197198 
 R. irregularis DAOM197198 a été cultivé en association avec 4 plantes d’espèces 
différentes : la luzerne tronquée (Medicago truncatula cv A17- Fabaceae), le pois (Pisum 
sativum cv Thérèse - Fabaceae), le brachypode rameux (Brachypodium distachyon cv 
Bd21- Poaceae) et une Hépatique appelée lunulaire (Lunularia cruciata - 
Marchantiophyta). Dans les tissus symbiotiques, les ARN d'origines fongiques, cibles de 
nos études, sont fortement dilués parmi les ARN totaux extraits (les analyses par la suite 
nous montreront qu'en moyenne 94% des ARNm obtenus proviennent de l'hôte). Pour 
limiter cette dilution, une part importante de mon travail de thèse a consisté à obtenir du 
matériel symbiotique fortement colonisé par le champignon.  
I.1.c.α Culture en association avec M. truncatula, P. sativum et B. 
distachyon 
Différents essais préliminaires ont été réalisés afin de répondre à la triple 
nécessité d'obtenir i) de façon reproductible ii) des racines fortement mycorhizées iii) tout 
en conservant un matériel biologique vigoureux pour obtenir des ARN de bonne qualité. 
Des essais préliminaires de mycorhization à partir de spores fongiques ont montré une 
forte hétérogénéité du taux de mycorhization, y compris à des temps tardifs (8 
semaines). Un système de nurserie a été utilisé (Figure I.3). Les hyphes de Rhizophagus 
irregularis DAOM197198 rattachés à une racine mycorhizée sont décrits dans la 
littérature comme très efficaces dans la colonisation d'une nouvelle plante 
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hôte (Plenchette et al., 1981). En condition naturelle, les racines d’une plantule se 
développent dans un sol riche en ERM (plusieurs m par g de sol - van der Heijden et al., 
1998) et ont donc de fortes chances d'être colonisées par les hyphes provenant des 
plantes avoisinantes. Le système de nurserie a consisté à repiquer des plantules de 
luzerne, pois ou brachypode pré-germées de 3 à 4 jours (4°C pour la luzerne, 25°C pour 
le pois 22°C pour le le brachypode) en co-culture dans un pot contenant un poireau 
mycorhizé en culture depuis 3 mois au moins. Pour éviter que les racines ne 
s'entrelacent, les poireaux sont cultivés dans une poche de toile à bluter (100 µm de 
maille ; Fischer, France) permettant le passage des hyphes uniquement (Figure I.3). 
Dans ces conditions, l'optimum de colonisation est atteint dès 3 semaines (détermination 
selon la méthode intergrid - Trouvelot et al., 1986). Toutefois, pour éviter que l'effet d'un 
double rattachement du champignon à deux plantes hôtes n'influence l'expression 
génique dans l'hôte étudié - effet de compétition entre hôtes (Walder et al., 2012) -, les 
plantes étudiées ont été sorties du pot nurserie au bout de 3 semaines de co-culture pour 
être repiquées dans des pots individuels pour 2 semaines complémentaires de culture. 
Avant repiquage la colonisation atteignait un taux élevé de mycorhization (> 80%) et 
nous avons pu constater une diminution du taux de mycorhization après deux semaines 
de culture individuelle : au final, les taux de mycorhization moyens étaient de 67%, 
67,1%, 53,5%, pour M. truncatula, P. sativum et B. distachyon respectivement (Tableau 
I.2). On peut attribuer cette baisse du taux de mycorhization à l'endommagement des 
ERM et des racines lors du transfert de pot, malgré l'attention porté au matériel 
biologique. Ce taux remonte vers 75% après trois semaines supplémentaires, mais nous 
avons jugé préférable de ne pas utiliser des plantes trop âgées. 
I.1.c.β Culture en association avec L. cruciata 
La culture de lunulaire (gamétophyte) est issue d'un isolement réalisé à partir d'un 
échantillon collecté dans les Pyrénées, maintenu par repiquage de fragment de thalle sur 
milieu M+ saccharose, et mycorhizé par DAOM197198 lors de travaux précédents (PM 
Delaux, N Séjalon-Delmas). Les thalles mycorhizés sont maintenus en culture par 
repiquage de fragments de thalles mycorhizés : au bout de 6 semaines, des ERM 
couvrent l’ensemble de la boîte (Figure I.4a et b). Il faut noter que la moitié des 
repiquages présentent une perte du symbiote fongique. Les gamétophytes de L. cruciata 
colonisés présentent, dans nos conditions de culture, un aspect différent des 
gamétophytes non mycorhizés : ils sont moins larges et plus épais. Ce phénotype 
s’observe également chez les mousses qui se développent sur un milieu riche en 
phosphate (Delaux, communication personnelle). On peut supposer que dans le cas où il 
n’y a pas assez de phosphate, une croissance en largeur permettrait d'explorer plus 
efficacement le milieu et favoriserait la recherche de nutriments.  
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Dans un thalle mycorhizé, le partenaire fongique se développe uniquement dans la 
région centrale (Figure I.4c) où il envahit le parenchyme, majoritairement en partie 
inférieure du thalle. Ainsi, lors des prélèvements, les parties distales non colonisées ont 
été retirées au scalpel afin d’enrichir la densité en matériel symbiotique et donc la 
proportion en ARN fongique (Figure I.4d). Chaque réplicat a nécessité plus d’une dizaine 
de thalles mycorhizés pour obtenir suffisamment d’ARN. Une petite partie de chaque 
thalle était utilisée pour vérifier la présence de R. irregularis par coloration à l’encre 
(Vierheilig et al., 1998). 
I.1.d Maîtrise des conditions de germination de R. irregularis pour analyser 
la réponse aux inducteurs précoces 
Comme précisé en introduction, les étapes précoces de la germination du 
champignon sont caractérisées par des changements morphologiques et physiologiques 
importants, notamment au voisinage des racines ou en réponse à des inducteurs tels 
que les strigolactones (Akiyama et al., 2005). Plusieurs travaux font état de modifications 
physiologiques et d'expression génique qui sous-tendent ce passage d'un état 
asymbiotique à un état pré-symbiotique (Besserer et al., 2008; Bücking et al., 2008; 
Gachomo et al., 2009). Mais à ce jour il n'y a pas d'étude globale de la régulation des 
gènes impliqués. 
I.1.d.α Caractérisation fine de la réponse de R. irregularis au GR24 
Les travaux de Besserer et al. (2006) ont mis en évidence chez G. rosea et chez 
R. irregularis des modifications précoces de morphologie mitochondriale en réponse au 
GR24, une strigolactone de synthèse. Il faut toutefois souligner la difficulté à caractériser 
chez cette dernière espèce les réponses directes au GR24. En effet, s'il a été démontré 
que des mutants de pois déficients en strigolactones sont bien moins mycorhizés par 
Rhizophagus irregularis (Gomez-Roldan et al., 2008), la germination spontanée des 
spores en hyphes ramifiés chez cette espèce rend difficile la mise en évidence de l'effet 
direct des strigolactones sur la stimulation de la germination des spores et la ramification 
des hyphes. Une seule publication décrit un effet direct du GR24 sur la ramification du 
champignon, malgré tout bien difficile à reproduire (Sun et al., 2012). En absence de 
conditions expérimentales bien définies, une première analyse du transcriptome de R. 
irregularis réalisée à partir d'ARN extraits de spores traitées pendant 24h au GR24 et 
hybridés sur microarray Nimblegen (Tisserant et al., 2012) n'a fourni aucun résultat 
significatif (Formey et Roux, données non publiées). Plusieurs hypothèses pourraient 
expliquer ce résultat : 1) l'absence de régulation transcriptionnelle en réponse aux 
strigolactones lors de la germination (pools d'ARN ou protéiques déjà présents dans  
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les spores) ; 2) un assemblage incomplet (version MiraV1) ne permettant pas d’identifier 
les gènes régulés en réponse au GR24 ; 3) des conditions d'induction inappropriées en 
absence de connaissances précises des conditions biologiques de réponse au GR24 de 
R. irregularis. Je me suis donc attachée à préciser les conditions biologiques permettant 
de caractériser l'effet direct des strigolactones sur R. irregularis.  
 Plusieurs conditions comparatives de germination des spores ont été testées : 
milieu M vs eau, milieu solide vs milieu liquide, spores libres vs spores incluses dans les 
billes de gélose ou d’alginate. Au final, le piégeage de spores dans des billes d’alginate 
(1,5% P/V, solidifiées dans une solution stérile de chlorure de calcium à 100mM) 
incubées dans du milieu M liquide sans saccharose - permettant de bien observer les 
hyphes actifs et assurant une mise en contact homogène avec la solution de 
strigolactones - a permis de quantifier avec une meilleure reproductibilité la réponse de 
R. irregularis aux strigolactones (Figure 1.5a). La formation de ramifications en réponse à 
différentes strigolactones (Figure I.5b) et dans différentes conditions (Figure I.5c) nous 
ont permis de définir les points suivants : 1) les hyphes sont réceptifs dès le premier jour 
; 2) bien que non soutenue statistiquement, la tendance observée est que la réponse 
augmente entre le 1er et le 3ème jour (la baisse à 5 jours pourraient être due à la 
cassure des hyphes en milieu liquide lors des manipulations successives) ; 3) il n'y a pas 
de différence significative de réponse selon la strigolactone utilisée (5-deoxystrigol, 
sorgolactone ou GR24) à une concentration finale de 10-7M ; 4) des comptages effectués 
après 14 jours ne montrent pas de modification du nombre de ramifications (non 
représenté ici) indiquant que le plateau d'induction est atteint dès 7 jours. 
 En complément de ces résultats de croissance et ramification, nous avons 
cherché à définir la précocité de réponse de R. irregularis au GR24 par observation de 
l'effet des strigolactones sur la morphologie mitochondriale (Besserer et al., 2006). Des 
spores ont été mises à germer sur des lames d’observation en verre recouverte de milieu 
M gélosé sans sucre. Ce montage évite de casser les hyphes lors du transfert pour 
l’observation au microscope. Après ajout de GR24 10-7M et de mitotracker green, les 
hyphes ont été observés sous illumination fluorescente (microscopie Spinning disk - 
Perkin Elmer). Tout comme chez Gigaspora rosea, les mitochondries changent 
rapidement de morphologie : 1h après ajout de GR24 10-7M, les mitochondries 
présentent une forme plus allongée que le témoin, avec pour certaines un déplacement 
parallèle à l’axe de l’hyphe en place de mouvements browniens dans le témoin (Figure 
I.6). Dans nos conditions, les mitochondries conservent cet aspect durant au moins un 
jour supplémentaire. 
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 Des essais réalisés au laboratoire sur la production de chito-oligosaccharides par 
R. irregularis en réponse au GR24 (cf Genre et al., 2013) ont montré que les réponses 
étaient également dépendantes de la densité en spores dans les essais. Les conditions 
optimales étaient les suivantes : 2000 spores/mL de milieu M, absence de pré-
germination, ajout de GR24 à 10-6M.  
 Enfin une des contraintes expérimentales était d'obtenir une quantité suffisante 
d'ARNm pour séquençage, soit un minimum de 0,2µg d'ARNm (soit 4µg d’ARN totaux) 
par banque selon les exigences de la plateforme génomique de Toulouse. Nos essais 
préliminaires ont permis de définir qu'il est possible d'obtenir 5 à 10 µg d'ARN totaux à 
partir de 80 000 spores (selon le niveau d'activité transcriptionnelle des spores, i.e. le 
temps de germination), soit 0,25 à 0,5 µg d'ARNm sur la base d'un ratio ARNm/ARNt de 
1/20. 
Au vu de l'ensemble de ces mises au point, les conditions biologiques pour analyser 
l'expression des gènes de spores en germination de R. irregularis ont été définies 
comme suit : pour chaque réplica, 80 000 spores, réparties sur 4 boîtes de 55mm de 
diamètre dans un volume total de 40ml de milieu M liquide sans sucre ont été mises à 
pré-germer pendant 2 jours, puis traitées avec du GR24 à 10-6M et incubées dans le noir, 
à 25°C avec 2% de CO2. Les spores ont été récoltées 1h (modification de la morphologie 
des mitochondries), 2 jours (initiation de la ramification des hyphes), 7 jours (optimum de 
ramification des hyphes) et 14 jours (état stationnaire de la ramification des hyphes) 
après l’induction. Les résultats d’extraction d’ARN sont recensés dans le Tableau I.2. 
I.1.d.β Stimulation des hyphes de R. irregularis par les exsudats racinaires 
Exposer le champignon aux exsudats racinaires pose la question de l'obtention de 
ces exsudats (utilisation du milieu de culture brut diluant les composés exsudés ou 
extraction par solvants) et de leur application (durée d'application, stabilité chimique des 
inducteurs dans le temps). Par ailleurs la plante pourrait ne produire certaines molécules 
signalétiques qu'en réponse aux molécules symbiotiques fongiques. Le choix s'est donc 
porté sur la mise en germination de 60 000 spores de champignon déposées sur une 
membrane hydrophile de cellophane appliquée sur des racines "hairy root" de carotte 
âgées de 4 semaines. La membrane de cellophane maintient les deux partenaires 
séparés tout en permettant le passage de molécules et d'eau comme l'attestent le 
développement du champignon et sa ramification. Après 14 jours d’incubation dans le 
noir, à 25°C avec 2% de CO2, les spores et les hyphes sont récoltés avec les pinces puis 
rapidement séchés sur un papier absorbant avant d’être congelés. La quantité d’ARN 
totaux mesurée pour ces échantillons est de 8 µg en moyenne (Tableau I.2). 
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I.2 Choix de la technique de séquençage 
Pour répondre aux questions abordées pendant la thèse, nous avons choisi d’utiliser une 
approche de transcriptomique globale, l’avantage étant d’obtenir une vue d’ensemble de 
la régulation des gènes au temps t. Suivre l’abondance relative des gènes transcrits 
permet de trouver des gènes potentiellement d'intérêt car régulés pendant la symbiose, 
et ce, sans a priori. 
Le projet de thèse prévoyait initialement l’utilisation de microarray Nimblegen sur 
la base d'un assemblage de novo constituant une amélioration du microarray utilisé dans 
la première étude globale (Tisserant et al., 2012). La définition des sondes a été réalisée 
durant les 8 premiers mois des travaux de thèse. En juillet 2012, l'annonce de l'arrêt de 
l'activité "microarray" par la société Roche NimbleGen a réorienté notre stratégie vers un 
séquençage RNAseq par chimie Illumina. Ces deux approches sont rapidement décrites 
ci-après, avec les avantages et contraintes qui ont éclairé notre choix.  
I.2.a Microarray Roche NimbleGen 
 Cette technique consiste à synthétiser des sondes d'ADN complémentaires des 
transcrits, puis de les déposer sur une lame de verre. La technologie NimbleGen choisie 
était un microarray 12x135k, correspondant à des lames de verre comportant 12 
secteurs (permettant l'analyse simultanée de 4 conditions biologiques en triplicata) 
comprenant chacun 135 000 sondes. Le principe de la technique consiste à collecter les 
ARNm de chaque condition biologique, synthétiser des ADNc double brins puis les 
déshybrider et déposer les ADNc simples brins sur lame pour hybridation avec les 
sondes correspondantes. L'utilisation de fluorophores permet de produire un signal 
lumineux dont l'intensité est proportionnelle à l'abondance du transcrit. En collaboration 
avec Annegret Kohler, Emilie Tisserant, Francis Martin (UMR INRA/Un Lorraine 1136 
«Interactions Arbres/Micro-organisme") et Hélène San Clemente (UMR CNRS/UTIII 5546 
Laboratoire de Recherche en Sciences végétales), un assemblage ad hoc a été généré 
(UnigeneV1, cf Tableau II.1) dont les contigs ont été alignés avec le logiciel Genome 
Threader (http://genomethreader.org/) sur l'assemblage génomique Test15 (Tableau II.1) 
pour définir 39 998 séquences consensus permettant la définition des sondes, 
auxquelles ont été ajoutées 18 séquences de Medicago et Brachypodium pour référence. 
Ce jeu de contigs, fourni à Roche NimbleGen pour la recherche de sondes non 
redondantes (avec un choix de 2 à 3 sondes par contig), a permis de générer 109376 
sondes (2,73 sondes / contig en moyenne).  
 Les grands intérêts de cette technique sont sa fiabilité et un coût limité (budget de 
14 k€ pour l'ensemble de nos analyses). La technologie, la chimie d'hybridation et la 
robustesse de l'analyse des résultats ont été optimisées par de nombreuses années  
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d'utilisation. De même, le design est très souple et peu se faire selon les besoins de 
l’utilisateur (par exemple sur une catégorie de gènes particuliers, comme des gènes 
impliqués dans le métabolisme primaire, les transporteurs, les effecteurs, etc). On peut 
également, déposer des sondes correspondant à deux organismes distincts, ce qui est 
intéressant dans le cadre d’une interaction, néanmoins, cette possibilité trouve sa 
faiblesse dans la limite du nombre maximal de sondes déposables sur la puce. 
 Une difficulté est l'analyse des redondances. D'une part les redondances au sein 
du génome ciblé (au sein de l'organisme, particulièrement pour les assemblages 
géniques encore fragmentaires : la présence de 39 998 contigs dans notre assemblage 
pour un organisme dont on peut attendre moins de 10 000 gènes fonctionnels, démontre 
son aspect inachevé. De fait, une famille multigénique peut se décomposer en nombreux 
contigs présentant des régions communes rendant l'analyse des résultats très difficiles. 
Les statistiques associées à ces redondances partielles ne sont pas développées pour 
les analyses microarrays. Les redondances hétérologues constituent également un 
risque important. En effet, un de nos objectifs est l'hybridation de tissus symbiotiques, 
dont on peut attendre au mieux 10% de matériel fongique pour 90 % de matériel de 
l'hôte. Or si les sondes dessinées sont définies pour limiter les redondances internes, 
elles ne sont pas optimisées pour leurs éventuelles hybridations croisées avec les gènes 
de plantes. 
Une autre limitation peut survenir de l'amplitude de détection : plus que sur le seuil 
de saturation, le risque porte sur les transcrits très faiblement exprimés qui sont 
difficilement détectables (cas des ARN fongiques peu abondants d’une part et fortement 
dilués par les ARN de la plante dans les tissus symbiotiques d’autre part).  
Enfin, l’utilisation des microarrays ne permet pas de détecter les versions 
alternatives d'épissage (sauf design spécifiques des sondes) ou de nouveaux transcrits. 
Une fois réalisée, la puce microarray ne bénéficie pas de l’amélioration du jeu de 
séquences disponibles et doit être redessinée à chaque nouvel assemblage proposé. 
 Ces limitations, associées aux annonces concomitantes en mai 2012 de l'arrêt de 
la technologie NimbleGen et en mars 2012 de la disponibilité de la technologie Illumina à 
la plateforme Génome et Transcriptome de Toulouse (http://get.genotoul.fr/index.php) 
nous ont conduit à changer de stratégie (la fabrication des microarrays était encore 
assurée par Roche NimbleGen jusqu'en novembre 2012 et les hybridations auraient pu 
être réalisées à la plateforme biopuce de Toulouse (http://biopuce.insa-toulouse.fr/) 
durant encore plusieurs mois). 
I.2.b RNA Seq par HiSeq 2000 (Illumina) 
 L'application de la chimie combinatoire au séquençage nucléotidique au sein de 
l'entreprise Solexa, rachetée par Illumina en 2007, a conduit en 2008 à la  
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commercialisation d'appareillages de séquençage haut débit (Metzker, 2010). Les 
capacités de séquençage sont impressionnantes : 75 Gb par ligne ou lane (600 Gb pour 
les 8 lignes par cellule ou flowcell), i.e. 750 millions de lectures ou reads de 100 bases. 
La possibilité de séquencer les lectures en fragments jumelés ou paired-end (375 
millions de lectures jumelées / ligne) permet d'augmenter les tailles de fragments 
obtenus (jusqu'à 150 pb environ) pour un taux d'erreur inférieur à 2%. Enfin le 
multiplexage des échantillons (24 échantillons) permet d'analyser simultanément 8 
conditions biologiques en triplicata.  
 L'approche par séquençage Illumina n'est pas soumise au problème de saturation 
du signal, mais malgré la profondeur de séquençage, reste sensible à la dilution des 
transcrits les moins abondants et ce d'autant plus que la profondeur de séquençage est 
diminuée par le multiplexage. Malgré tout, la sensibilité est très forte : dans le cas d'une 
analyse de tissus symbiotiques pour lesquels les transcrits fongiques ne représenteraient 
que 5% des transcrits totaux, le nombre de lectures fongiques représenterait encore 
375.106 x 1/24 x 0,05 ≈ 0,75.106 lectures jumelées.  
 Outre la profondeur d'analyse permettant une analyse d'expression des transcrits 
en mesurant la concentration relative des lectures, l'avantage du séquençage RNAseq 
est de pouvoir améliorer l'assemblage lui-même (obtention de séquences pleine-
longueur, détection de nouveaux transcrits, identification des formes alternatives 
d'épissage). Cela rend alors possible l’étude de transcriptome chez des organismes pour 
lesquels peu ou pas de données génomiques sont disponibles. Ainsi lorsqu'un nouvel 
assemblage est proposé, les lectures peuvent être alignées pour recalculer les niveaux 
d'expression. 
Parmi les inconvénients de la stratégie, citons le prix, tant pour le séquençage 
(budget final > 24 k€) que pour le traitement des données et leur stockage (4 To).  
I.3 Résultats du séquençage 
 Les ARN totaux ont été extraits avec le RNeasy plant kit (Qiagen) avant contrôle 
qualité et dosage sur puce de nano-électrophorèse capillaire BioAnalyzer® d'Agilent 
(RNA 6000 Nano kit). Pour le séquençage, les échantillons doivent répondre aux critères 
suivants : 
 .5 µg d'ARN totaux minimum à la concentration minimale de 100 ng/µL 
 .DO 260/280 >1,8  
 .DO 260/230 >1,8 (à noter que ce ratio est souvent de l'ordre de 1,3 lors des 
extractions sur champignon seul, ce qui n'a pas gêné la suite des procédures) 
 .RIN >8,5 (RNA Integrity Number : indice de qualité, max=10) 
 .ratio des pics 28S/18S >1,8 
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Les ARN totaux ont été fournis à la plateforme Génome et Transcriptome de Toulouse 
pour isolement des ARN messagers sur bille polyT puis constitution des banques de 
cDNA.  
Les cDNA ont été fragmentés en séquences de taille moyenne de 100 paires de bases, 
puis des adaptateurs étiquetés ont été rajoutés par ligation. Au final deux lignes HiSeq 
ont été réalisées pour séquencer les 48 banques préparées (16 conditions biologiques 
en triplicata). Au final, 689 264 406 lectures ont été obtenues (74 Gb - Tableau I.3) et en 
partie déposées au NCBI Short Read Archive sous le numéro d'accession SRR1027885. 
Plusieurs points sont à noter :  
 -les banques ont des tailles très variables pouvant aller du simple au triple 
(Rhizophagus GR24 time point 2 days replicate 1, 3 741 311 lectures / Rhizophagus 
Extraradical hyphae replicate 1, 11 961 660 lectures). Certaines de ces banques ont été 
reséquencées. Toutefois les variations sont moindres au sein des triplicatas. 
 -Suivant les conditions, 6 à 31% des lectures obtenues avec le champignon seul 
ne s'alignent pas sur l'assemblage MiraV2. Ce résultat montre implicitement que 
l'assemblage MiraV2 ne représente qu'un peu plus des 2/3 des gènes assemblés. 
 -Les lectures obtenues avec les plantes non mycorhizées (Medicago) s'alignent 
peu sur l'assemblage MiraV2 (0,3% environ) correspondant à un faible bruit de fond 
résiduel. 
 -Les ratios de lectures fongiques dans les tissus symbiotiques s'échelonnent de 
2,90 à 7,94% (valeur minorée, le jeu miraV2 étant incomplet), indiquant une forte dilution 
des ARN fongiques par les ARN de la plante hôte. A noter que ces ratios correspondent 
à des valeurs légèrement minorées, l'assemblage miraV2 utilisé en référence n'étant pas 
complet. Malgré tout, entre 91 et 94% des lectures sont alignées sur MiraV2 dans les 
conditions ERM et exsudats racinaires, ce qui montre une bonne représentativité de cet 
assemblage. Dans les conditions in planta, de fortes variations de la proportion en ARN 
fongiques sont observées entre réplicats biologiques. 
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Chapitre II : Génomique de Rhizophagus irregularis DAOM197198 
Avant-propos 
 L’équipe dans laquelle j’ai effectué ma thèse participe depuis 2009 au Glomus 
Genome Consortium, un regroupement d'équipes de recherche internationales 
impliquées dans le projet de séquençage du premier génome d'un champignon 
mycorhizien à arbuscules. L'espèce choisie fut Rhizophagus irregularis (dénommé 
Glomus intraradices à ce moment), dont la souche DAOM197198 se propage bien en 
culture in vitro. Ce projet, réalisé avec le soutien du Joint Genome Institute (JGI) et 
financé par l’US Department of Energy, a été initié en 2004 avec l’annonce du 
séquençage du mésocosme du Peuplier. L'ambition était le séquençage des génomes de 
plusieurs espèces fongiques et bactériennes de la rhizosphère du Peuplier, afin de 
pouvoir proposer des outils d’étude fonctionnelle (Martin et al., 2004). Initialement 
coordonné par le Dr Peter Lammers, puis le Dr Francis Martin (INRA Dijon, France), le 
Glomus Genome Consortium avait pour objectif de fournir le matériel biologique 
nécessaire au séquençage, de participer à la définition des modèles de gènes et enfin 
d'exploiter au mieux les données générées. Ce projet est désormais intégré dans le 
programme 1000 fungal genomes (http://1000.fungalgenomes.org ).  
II.1 Un génome délicat à séquencer et à assembler 
Il est rare qu'un projet de génomique s'étale sur 9 ans, surtout depuis l'avènement des 
techniques de séquençage haut débit. Certains éléments techniques expliquant la durée 
inhabituelle du projet sont détaillés ci-après. 
II.1.a Un matériel biologique difficile à produire 
 Dans le chapitre I est présenté le système de production du champignon en 
culture in vitro, et il est rappelé que la croissance de ces champignons est lente et que la 
biomasse formée est faible. Durant les premières années du projet, ce sont plusieurs 
dizaines de microgrammes d'ADN génomique qui ont été utilisés dans des stratégies 
multiples pour réaliser du séquençage Sanger (banques de fosmides, etc). Des millions 
de spores ont été fournies par les équipes partenaires, générées dans des systèmes de 
culture développés dans chaque équipe, utilisant des plantes hôtes différentes (hairy root 
de carotte, de chicorée). Cette diversité d'origine du matériel biologique a eu pour 
conséquence l'incorporation de contaminations diverses (d'origine bactérienne, fongique, 
algale, végétale cf Tisserant et al. 2012) qui ont dues être filtrées. 
II.1.b Un isolat DAOM197198 à l'identité génétique incertaine.  
 Comme décrit en introduction du manuscrit, DAOM197198 a été isolé initialement 
en 1978. Il est important de préciser que cet isolat n'est jamais passé par une phase 
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d'isolement monosporal : issu de plusieurs fragments de racines de frêne, il a été 
multiplié en pot par repiquages successifs de nombreuses propagules mycorhiziennes 
(spores + mycélium + fragments de racines - C. Plenchette, com. pers.). De même La 
mise en culture in vitro a également été réalisée par des inocula multisporaux (G. 
Bécard, com. pers.). Enfin, le repiquage in vitro s'effectue par repiquage de plusieurs 
fragments de racines mycorhizées. Au final il n'est pas garanti que les différentes 
cultures in vitro réparties dans différents laboratoires depuis l'isolement en 1992, ayant 
des historiques de repiquage distincts, soient génétiquement rigoureusement identiques. 
Tout au plus peut-on dire que les génomes mitochondriaux obtenus sur des cultures 
différentes sont identiques (NC_014489, Formey et al., 2012) et que la variabilité des 
régions ribosomiques ITS chez les CMA ne permet pas de différencier ces cultures 
(Stockinger et al., 2009). 
II.1.c Une organisation génomique des CMA faisant débat 
 En complément au point précédent, l'isolement monosporal pourrait ne pas 
apporter de purification génétique suffisante car les CMA sont suspectés d'être 
hétérocaryotiques. Autrement dit, un individu présenterait différents nucléotypes (noyaux 
présentant des formes alléliques différentes pour un même locus) qui co-ségrégeraient 
(Hijri & Sanders, 2005). Une telle organisation permettrait à chaque individu de s'adapter 
plus efficacement à la diversité des hôtes colonisés (Limpens & Geurts, 2014). Cette 
hypothèse est controversée par d'autres auteurs qui supposent que les noyaux 
pourraient être identiques mais présentent soit une polyploïdie, soit des copies alléliques 
au sein d'un génome haploïde (Pawlowska & Taylor, 2004). Ces hypothèses, discutées 
plus loin dans le manuscrit, ont soulevé de nombreuses interrogations durant le projet de 
séquençage et ont notamment conduit à n'utiliser que la source de production de 
Toulouse pour fournir l'ADNg pour le séquençage Illumina et les ARNm pour le RNAseq. 
II.1.d Une taille de génome sous-estimée 
 Parmi les critères qui ont mené à choisir R. irregularis DAOM197198, comme 
candidat au séquençage génomique, la taille du génome a été un argument important. 
Le premier travail donnant une estimation de la taille du génome de R. irregularis 
concluait sur 15.7Mpb, soit bien plus petite que pour d’autres Glomeromycota (entre 8 et 
70 fois plus important pour Scutellospora pellucida et S. gregaria respectivement 
Bianciotto & Bonfante, 1992; Hosny, Gianinazzi-pearson, & Dulieu, 1998). Cette 
estimation a été faite en mesurant les cinétiques de réassociation de fragments de 
génome, et par cytométrie de flux notamment. Cette étude indiquait que 88% des gènes 
étaient en copies simples, et que seulement 1,59% du génome contenait des répétitions 
de séquences (Hijri & Sanders, 2004). Or dès fin 2008, un premier bilan des données de  
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séquençage présenté lors d'une réunion de travail du Glomus Genome Consortium 
apporte la conclusion que les 345Mpb obtenus par pyroséquençage 454 laissent penser 
à une taille beaucoup plus importante, rendant le niveau de couverture théorique du 
génome plus faible que la couverture réelle. Ce résultat est plus tard confirmé par de 
nouveaux travaux de cytométrie de flux (en utilisant des standards appropriés) après 
coloration de Feulgen (Sedzielewska et al., 2011) indiquant une taille de 154Mb. La 
couverture, que l’on pensait être de 22x, était donc en fait de 3x au plus. 
II.1.e Un assemblage délicat 
 Outre les incertitudes sur l'homogénéité génétique de la souche DAOM19798 
précédemment citées, l'assemblage des données a été ralenti par deux caractéristiques 
du génome de ce champignon.  
D'une part le taux de GC obtenu est particulièrement bas (28%), caractérisé par 
la présence de nombreux homopolymères A/T. De fait les données issues de 
pyroséquençage, dont la chimie est très sensible à ces structures (Balzer et al., 2011), 
présentaient un taux d'erreur plus élevé qu'habituellement. A cette difficulté s'ajoute la 
présence de nombreuses séquences répétées, particulièrement des éléments 
transposables (on sait maintenant que la proportion de ces éléments s’élève à 36 - 
40%), augmentant l'incertitude des assemblages. Au final, l'utilisation de la chimie 
Illumina couplée aux approches PacBio ont été déterminantes pour la réalisation du 
projet. 
II.2 Présentation des travaux  
II.2.a Résumé de l'article 
-Un assemblage du génome de Rhizophagus irregularis (souches DAOM197197) 
a été obtenu à partir de 3,781Gb de lectures (produits par Sanger, 454, Illumina) et 
finalisé par des données PacBio (766 Mb). La taille de l'assemblage obtenu est de 
101Mpb - pour une taille de génome estimée de 153Mpb - avec un taux de AT de 72% et 
comprenant 36% d’éléments transposables. 
-Le taux de SNP est de 0.43 par kilo base (et de 0.25 et 0.22 pour les souches C2 
et MUCL43196), ce qui va à l’encontre de l’hypothèse d'une organisation 
hétérocaryotique de ce champignon. Le génome obtenu a les caractéristiques d'une 
organisation haploïde homocaryotique. 
-La recherche des cadres de lectures a permis de définir 30 282 gènes potentiels 
codant pour des protéines, dont 83% sont robustes (retrouvés dans les données de 
séquençage d’ARNm et/ou présentant une homologie à des domaines de gènes 
connus).  
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-Parmi les spécificités du génome, il faut noter l’expansion de familles de gènes 
spécifiques à R. irregularis ainsi que les gènes impliqués dans la phosphorylation et les 
interactions protéine-protéines. On peut également pointer la présence de 146 gènes 
portant des domaines MATA-HMG (« mating-type-related high mobility group »), qui 
servent, chez les autres champignons, à la reproduction sexuée, et sont présents sous 
forme de une à deux copies par génome. En revanche, on ne retrouve aucune enzyme 
impliquée dans la dégradation des parois végétales, suggérant que l’entrée et 
l’installation du champignon dans les tissus se fait essentiellement grâce à la plante. 
-Pour finir, l'analyse phylogénomique place R. irregularis en taxon frère des 
Mucoromycotina, distinct des Dikaryomycota. Outre une ressemblance morphologique 
(formation d'hyphes non septées), Glomeromycota et Mucoromycotina présentent des 
voies métaboliques communes et l'absence de plusieurs gènes comparativement aux 
Dicaryomycota. 
II.2.b Contribution personnelle à la publication 
 Lorsque j’ai débuté mes travaux en Octobre 2011, un jeu de gènes était disponible 
- assemblage MiraV2 comportant 25906 transcrits virtuels non-redondants, cf Tableau 
II.1 - ainsi que des résultats de transcriptomique obtenus sur microarray Nimblegen 
(publiés dans Tisserant et al. 2012). Les données RNAseq générées au cours de ces 
travaux de thèse ont été exploitées dans le cadre du projet Glomus Genome Consortium 
pour améliorer la définition des modèles de gènes conjointement à un séquençage 
Illumina complémentaire réalisé sur 20 µg d'ADNg de haut poids moléculaire issu d'une 
même culture de R. irregularis DAOM197198 (18 millions de spores produites sur racines 
de carotte DC1 par la société Agronutrition) et que j'ai contribué à extraire (cf article). 
Au total, ce sont 703 626 690 lectures jumelées de 100 pb générées par chimie Illumina - 
obtenues de matériel symbiotique, de mycélium et de spores en germination - qui ont été 
fournies au Glomus Genome Consortium pour améliorer la définition des modèles de 
gènes et fournir des données globales d'expression. 
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II.3 Publication : le génome d’un champignon mycorhizien à arbuscules offre un 
aperçu de la plus vieille symbiose de plante. 
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The mutualistic symbiosis involving Glomeromycota, a distinctive
phylum of early diverging Fungi, is widely hypothesized to have
promoted the evolution of land plants during the middle Paleo-
zoic. These arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) perform vital func-
tions in the phosphorus cycle that are fundamental to sustainable
crop plant productivity. The unusual biological features of AMF
have long fascinated evolutionary biologists. The coenocytic hy-
phae host a community of hundreds of nuclei and reproduce clon-
ally through large multinucleated spores. It has been suggested
that the AMF maintain a stable assemblage of several different
genomes during the life cycle, but this genomic organization has
been questioned. Here we introduce the 153-Mb haploid genome
of Rhizophagus irregularis and its repertoire of 28,232 genes. The
observed low level of genome polymorphism (0.43 SNP per kb) is
not consistent with the occurrence of multiple, highly diverged
genomes. The expansion of mating-related genes suggests the
existence of cryptic sex-related processes. A comparison of gene
categories conﬁrms that R. irregularis is close to the Mucoromyco-
tina. The AMF obligate biotrophy is not explained by genome
erosion or any related loss of metabolic complexity in central me-
tabolism, but is marked by a lack of genes encoding plant cell wall-
degrading enzymes and of genes involved in toxin and thiamine
synthesis. A battery of mycorrhiza-induced secreted proteins is
expressed in symbiotic tissues. The present comprehensive reper-
toire of R. irregularis genes provides a basis for future research on
symbiosis-related mechanisms in Glomeromycota.
carbohydrate-active enzymes | effector | fungal evolution | glomales |
mutualism
The arbuscular mycorrhizal symbiosis between fungi in theGlomeromycota, a distinctive phylum of the early diverging
Fungi, and plants involves more than two-thirds of all known
plant species, including important crop species such as wheat and
rice. This mutualistic symbiosis is widely hypothesized to have
promoted the evolution of land plants from rootless game-
tophytes to rooted sporophytes during the mid-Paleozoic (1, 2).
Signiﬁcance
The arbuscular mycorrhizal symbiosis between fungi of the
Glomeromycota phylum and plants involves more than two-
thirds of all known plant species, including important crop spe-
cies. This mutualistic symbiosis, involving one of the oldest fungal
lineages, is arguably the most ecologically and agriculturally im-
portant symbiosis in terrestrial ecosystems. The Glomeromycota
are unique in that their spores and coenocytic hyphae contain
hundreds of nuclei in a common cytoplasm, which raises impor-
tant questions about the natural selection, population genetics,
and gene expression of these highly unusual organisms. Study of
the genome of Rhizophagus irregularis provides insight into
genes involved in obligate biotrophy and mycorrhizal symbioses
and the evolution of an ancient asexual organism, and thus is of
fundamental importance to the ﬁeld of genome evolution.
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These arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) perform vital func-
tions in the phosphorus cycle (3) that are fundamental to sus-
tainable crop plant productivity (4). They also drive plant diversity
(5). The extraradical mycelium of the symbiont acts as an ex-
tension of the root system and increases the uptake of key
nutrients, particularly phosphorus (3). Furthermore, because the
colonization of plants by AMF also can result in a 20% net in-
crease in photosynthesis, these fungi make a very large, poorly
understood contribution to the global carbon cycling budget of
terrestrial ecosystems.
The Glomeromycota are unique in that their spores and
coenocytic hyphae contain multiple nuclei in a common cyto-
plasm. With no known sexual cycle (6), AMF reproduce clonally
through large and multinucleated spores (Fig. 1), although
a conserved meiotic machinery (7, 8) might allow individuals to
shufﬂe their genetic material (9, 10) and reduce their mutational
load. Genetic variation has been observed within AMF in ribo-
somal DNA and in other regions of the genome (11). It has been
hypothesized that AMF maintain an assemblage of genetically
different nuclei (heterokaryosis) and transmit them from gen-
eration to generation (12, 13). Another study failed to ﬁnd evi-
dence for heterokaryosis, however, and the authors suggested
that the genetic variation that they observed potentially could be
due to polyploidy, although no studies of ploidy were conducted
(14). A recent study of Rhizophagus irregularis (but not isolate
DAOM-197198) provided further evidence in favor of hetero-
karyosis (15), so this remains an open question. Another hy-
pothesis, speciﬁc for multicopy ribosomal DNA, is that variation
among copies could exist within nuclei of a homokaryotic AM
fungus and this is supported by some studies (14, 16).
Here we introduce the assembly and annotation of the genome
of R. irregularis DAOM-197198 (formerly Glomus intraradices) in
association with transcriptome data, and show that it is remarkably
different from other sequenced fungal genomes in content and
organization. We focus on the genome polymorphism, annotation,
and transcript proﬁling of gene families likely to be involved in
symbiosis, to reveal adaptation processes for growth in planta.
Results and Discussion
Genome Assembly. To investigate the gene repertoire and geno-
mic polymorphism of R. irregularis, we sequenced the genomic
DNA from multinucleated hyphae of the strain DAOM-197198
grown in root culture of carrot (Daucus carota) (Fig. 1). The size
of the genome assembly is 101 megabases (Mb), and the coding
space is 98% complete on the basis of conserved core eukaryotic
single-copy genes (17) (SI Appendix, sections 1.1–1.3, Figs. S1–
S5). As expected, this genome is rich in A and T bases (A + T
content, 72%) (Fig. 2). Based on ﬂow cytometry assays and
Feulgen densitometry measurements, the size of the DAOM-
197198 genome has been estimated as 154.8 ± 6.2 Mb (18).
Using the frequency distribution of 17-base oligomers in the
usable sequencing reads to determine sequencing depth (19), we
obtained an estimated genome size of 153 Mb (SI Appendix, Fig.
S6). Thus, the genome size of R. irregularis is among the largest
fungal genome sequenced to date, along with the obligate bio-
trophic powdery mildews (20) and the ectomycorrhizal symbiont
Tuber melanosporum (21). Interestingly, no contigs correspond-
ing to multiple haplotypes were identiﬁed. Transposable ele-
ments (TEs) compose 11% of the assembly (Fig. 2 and SI
Appendix, section 1.5, Table S1 and Figs. S3–S5), but fosmid
Sanger sequencing showed a much higher TE abundance (36%),
including several retrotransposons. The long (9–25 kb), highly
repetitive, and nested nature of the transposons (SI Appendix,
Fig. S4) is the main explanation for the observed fragmentation
of this assembly. Assuming that the TE abundance of fosmids
(36%) holds for the whole genome, this would contain ∼55 Mb
of repeated sequences, possibly reﬂecting a lack of efﬁcient
control mechanisms to prevent the expansion of repetitive ele-
ments and their subsequent elimination.
Genome Polymorphism. Evidence exists from this and other Glom-
eromycotan species that these fungi are heterokaryotic, that is,
harbor genetically different nuclei (11, 12). To investigate whether
large differences could exist among nuclei, we analyzed the as-
sembled contigs for local similarities to other contigs within the
assembly. A BLAST search of all contigs against all contigs was
carried out. The proportion of contigs sharing signiﬁcant similarity
(>90% identity) with at least one other contig of >1,000 bp was low
(5.6%) and involved mostly repetitive sequences. Neither seg-
mental duplication nor distinct haplotypic contigs were detected,
suggesting that the assembled data are not composed of multiple
genomes.
We also investigated the possibility that alleles had been col-
lapsed during the assembly through genomic and RNA-Seq read
Fig. 1. (A) In vitro coculture of R. irregularis with carrot roots showing
extraradical hyphae and spores. (Scale bar: 750 μm.) (B) Colonized carrot
root showing fungal colonization that is restricted to the root cortex
where the fungus produces vesicles and/or intraradical spores, and ar-
buscules. (Scale bar: 100 μm.) (C ) Typical multinucleated asexual spore of R.
irregularis and its attached coenocytic hyphae observed by confocal laser
scanning microscopy. Nuclei were stained using SYTO Green ﬂuorescent
dye and are shown as green spots. (Scale bar: 10 μm.) (D) Arbuscules, highly
branched structures formed by the fungus inside cortical cells, are con-
sidered the main site for nutrient exchanges between the mycorrhizal
partners. The yellow-green fungal structures are detected by wheat germ
agglutinin-FITC labeling on root sections, whereas PCWs are shown in red.
(Scale bar: 10 μm.)
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mapping and single nucleotide polymorphism (SNP) calling (SI
Appendix, section 1.4). The polymorphism in the assembled ge-
nome was estimated as 0.43 SNP per kb (Table 1). The SNP rate
for expressed genes was identical (0.40 SNP per kb) as measured
by mapping DAOM-197198 RNA-Seq reads to the assembly
(Table 1), and only a few genes were found to have more than
three SNPs (SI Appendix, Table S2). Using identical coverage
and quality thresholds, we estimated the SNP rate of the as-
sembled genomes as 0.06 SNP per kb in the homokaryotic as-
comycete T. melanosporum and 0.78 SNP per kb in the dikaryotic
basidiomycete Laccaria bicolor. These ﬁndings allow us to reject
the hypothesis that large sequence polymorphism occurs among
coexisting nuclei in the DAOM-197198 isolate; however, the
density of SNPs suggests some allelic variation among nuclei,
likely reﬂecting the limited opportunities for recombination and
related sequence homogenization during the life cycle.
In contrast, the SNP/substitution density was 6.5- and 20-fold
higher when RNA-Seq reads from the strains R. irregularis C2 (2.6
SNPs per kb) and R. diaphanum (8.0 substitutions per kb), re-
spectively, were mapped to the DAOM-197198 genome (Table 1).
We also assessed the intrastrain and interstrain/species SNPs/
substitutions by mapping RNA-Seq reads to assembled transcripts.
The intrastrain SNP density of the transcripts was 0.40, 0.25, and
0.22 per kb for the DAOM-197198, C2, and MUCL43196 isolates,
respectively. The interstrain SNP/substitution density of the tran-
scripts ranged from 2.3 for DAOM-197198 vs. C2 to 9.3 for
DAOM-197198 vs. R. diaphanum MUCL43196 (Table 1), con-
ﬁrming signiﬁcant intraspeciﬁc and interspeciﬁc genetic variabil-
ity. Only 291 SNPs/substitutions were shared among all strains
analyzed (SI Appendix, Fig. S7).
We calculated the number of synonymous substitutions per
synonymous site of paralogs, but found no evidence for any re-
cent whole genome duplication. The distribution of paralog
duplication age (SI Appendix, section 1.8, Fig. S8) did not follow
the typical steep exponential decay pattern (22) that is the
hallmark of gene birth and death by constantly occurring small-
scale duplication events. Gene loss in DAOM-197198 may occur
at a much lower rate than typically observed; however, eight
hidden components contributing to the distribution were detec-
ted (SI Appendix, Fig. S8), potentially representing remnants of
large-scale duplication events under an alternative scenario.
Strikingly, all but the model component representing the youn-
gest paralogs were enriched for genes annotated to contribute to
biological processes related to phosphorus metabolism and
Table 1. SNP and substitution density in the R. irregularis genome and transcriptome
SNP or substitution per kb
DAOM-197198
genome
DAOM-197198
exons C2 transcriptome
R. diaphanum
transcriptome
Genomic reads
Intrastrain SNPs per kb
Genomic, raw 1.26
Genomic, ﬁltered* 0.43
Genomic, exons, ﬁltered* 0.43
RNA-Seq reads
No. of intrastrain SNPs per kb
DAOM-197198 0.40
C2 0.25
R. diaphanum 0.22
No. of interstrain SNPs/substitutions per kb
DAOM-197198–C2 2.6 2.3
DAOM-197198–R. diaphanum 8.0 9.3
C2–R. diaphanum 7.7 9.2
Illumina genomic reads from R. irregularis DAOM-197198 were mapped to the R. irregularis Gloin1 assembly. RNA-Seq reads from
R. irregularis DAOM-197198, R. irregularis C2, and R. diaphanum were mapped to the R. irregularis DAOM-197198 exons, R. irreg-
ularis C2 transcriptome, and R. diaphanum transcriptome, respectively. Fixed differences between species are termed substitutions,
and variable positions within species are SNPs.
*Filtered values correspond to values without positions with coverage <5 and coverage in the top 5%, to remove potential artifactual
SNPs caused by repetitive and paralogous sequences.
Fig. 2. Circos circular visualization of the genome assembly. (A) The 30
largest scaffolds of the genome assembly. (B) Locations of gene models
(blue), repeated elements (red) and sequence gaps (gray). (C) Genomic SNP
density. (D) Read coverage on genome (scale, 0–100). (E) Expressed gene SNP
density (outer to inner: RNA-Seq tags from DAOM-197198 spores, R. irregularis
C2 spores, and R. diaphanum spores). (F) Transcript coverage, RNA-Seq reads
from spores (scale, 0–10,000). (G) Transcript coverage, RNA-Seq reads from
symbiotic roots (scale, 0–200). (H) Guanosine and cytosine (GC) content based
on a sliding window of 100 bp (red, >40%; green, <20%; midline, 33%).
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signaling via phosphorylation (SI Appendix, Fig. S9), the vast
majority of which were annotated as kinases. We suggest that the
expansion of the kinase-based signaling network observed in the
R. irregularis genome (see below) may be derived from frequent
retention of duplicated kinase genes over a long period.
The Rhizophagus Gene Repertoire. Of the 28,232 protein-coding
genes predicted (Fig. 2 and SI Appendix, Figs. S1 and S10),
23,561 high-conﬁdence genes had transcriptomic support (RNA-
Seq) and/or showed sequence similarity to documented proteins
and/or domains (SI Appendix, sections 1.6 and 1.8 and Tables S3
and S4). Only 62% of the high-conﬁdence genes showed se-
quence similarity to documented proteins and/or domains (SI
Appendix, Figs. S11 and S12). Compared with representative
sequenced fungi, including the taxonomically related Mucor-
omycotina, the percentage of proteins encoded by species-speciﬁc
genes (SI Appendix, Fig. S12) and multigene families (SI Appen-
dix, Fig. S13) in R. irregularis was among the highest observed.
Expansion of protein family sizes was prominent in the lineage-
speciﬁc multigene families (SI Appendix, Fig. S13 and Table S5),
but marked gene family expansions were also seen in genes pre-
dicted to have roles in signal transduction mechanisms [e.g., ty-
rosine kinase-like genes (TKLs)], in protein–protein interactions
(e.g., Sel1-domain-containing proteins), and RNA interference-
related mechanisms (e.g., the Argonaute proteins) (SI Appendix,
Tables S6 and S7). Notably, several TKL-containing proteins are
associated with Sel1 repeats and were highly expressed in germi-
nating spores and intraradical mycelium (SI Appendix, Fig. S14).
Together with RNA-dependent RNA polymerases, DICER
(IPR011545), and C-5 cytosine-speciﬁc DNA methylases, the
unusually high number of Argonaute genes (SI Appendix, Table
S7) are likely involved in silencing the abundant TEs.
We identiﬁed gene families with a smaller size in R. irregularis
compared with other fungi (SI Appendix, Table S8). The inability
of R. irregularis to grow in vitro suggests that the obligate bio-
troph genome may lack genes typically present in autotrophic
fungi. Thus, we systematically searched for genes absent in
R. irregularis, the obligate biotrophic pathogen Blumeria graminis
(20), and early diverging Mucoromycotina and Chytridiomycota
genomes (23) but present in the well-annotated yeast (Saccharo-
myces cerevisiae) genome (SI Appendix, Table S9). Genes encoding
enzymes of primary metabolism are retained in R. irregularis
[(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes; KEGG) Meta-
bolic Pathways database; jgi.doe.gov/Rhizophagus], but several
key genes are missing in the genome assemblies of both the
obligate biotrophs R. irregularis and B. graminis (see below),
suggesting that the lack of these genes is an evolutionary ad-
aptation to the obligate biotrophy.
Like obligate biotrophic pathogens (20) and ectomycorrhizal
symbionts (21, 24), R. irregularis has a decreased repertoire of
genes involved in the degradation of plant cell wall (PCW)
polysaccharides and in the biosynthesis of secondary metabolite
toxins. None of the glycoside hydrolases (GHs) identiﬁed in
R. irregularis are involved in degrading PCW polysaccharides. No
gene encoding cellobiohydrolases (GH6 and GH7), polysaccharide
lyases (PL1, PL3, PL4, and PL9), or proteins with cellulose-binding
motif 1 (CBM1) were identiﬁed (Fig. 3 and SI Appendix, Table S10
and Fig. S15). Lytic polysaccharide mono-oxygenases (AA9,
Fig. 3. Numbers of genes devoted to secondary metabolism and genes encoding secreted proteins and cellulose- or hemicellulose-degrading enzymes,
identiﬁed in the R. irregularis genome and 11 fungal species included in this study. The boxes on the left represent the lifestyle of the selected organisms. SAP,
soil saprotrophs; PP, plant pathogens; AP, animal pathogens; ECM, ectomycorrhizal symbionts; AM, arbuscular mycorrhizal symbiont. The colored bars
represent the secondary metabolic and PCW degrading enzymes, identiﬁed by the key at the top. PKS, polyketide synthases; NRPS, nonribosomal peptide
synthases; DMATs, dimethyl allyl tryptophan synthases; HYBRID, PKS-NRPS hybrids; GH, glycoside hydrolases; GT, glycosyltransferases; CE, carbohydrate
esterases; PL, polysaccharide lyases; CBM, carbohydrate-binding modules.
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formerly GH61) that are abundant in the ectomycorrhizal L. bicolor
and T. melanosporum are missing from R. irregularis. Similarly, no
genes involved in lignin decomposition, such as class II peroxidases
(SI Appendix, Fig. S15), were found. No orthologs of bacterial genes
coding for enzymes involved in symbiotic lipochitooligosaccharide
factors (25) were identiﬁed.
Key enzymes that catalyze the biosynthesis of fungal toxins,
such as polyketide synthases, modular nonribosomal peptide
synthetases, terpene cyclases, and dimethylallyl diphosphate
tryptophan synthases, are also lacking in R. irregularis (Fig. 3).
Thus, it appears that biotrophy is associated with a convergent
loss of secondary metabolic enzymes and PCW-degrading
enzymes (20). No previously sequenced plant-interacting bio-
trophic fungus has such a minimal set of degrading enzymes,
however. This ﬁnding strongly suggests an evolutionary adapta-
tion to minimize the release of effector molecules that could
trigger the plant immune system. The lack of PCW-degrading
enzymes in the mycobiont also implies that penetration of the
PCW, a prerequisite to the development of the intracellular sym-
biotic arbuscules, relies on plant enzymes. In addition, R. irregularis
has no gene coding for the thiamine biosynthetic pathway (SI
Appendix, Table S9). Interestingly, haustorial oomycetes (Albugo
laibachii,Hyaloperonospora arabidopsis, and Phytophthora spp.) also
have lost the gene for thiamine biosynthesis (26).
No secreted invertase or sucrose transporter was identiﬁed,
implying that this fungus likely relies on the host plant to provide
monosaccharides as a carbon source (27). It is unlikely that the
aforementioned gene sets were missed because of incomplete
genome coverage, given that the R. irregularis assembly encom-
passes 98% of conserved core eukaryotic single-copy genes (17).
In contrast, genes coding for nitrate and nitrite reductases, nitrate
transporter, and sulﬁte reductase that are missing from B. graminis
(20) were found in R. irregularis (SI Appendix, Table S9). Thus, the
obligate mycobiont R. irregularis retains the ability to take up and
assimilate nutrients from its soil environment, a key issue for a soil-
borne fungus providing its host plant with mineral nutrients (28).
Additional genes are missing from R. irregularis and are also
lacking in the genomes of Mucoromycotina and Chytridiomycota
(SI Appendix, Table S9), suggesting that this is a genomic feature
of early diverging fungi. A comparison of the metabolic and
cellular (KEGG) gene categories conﬁrmed that R. irregularis is
closer to the early diverging fungi, such as the Mucoromycotina,
than to Dikarya (SI Appendix, Figs. S16 and S17).
We identiﬁed hundreds of fungal symbiosis-related genes by
mapping RNA-Seq reads from germinating spores and Medi-
cago-colonized roots (SI Appendix, section. 1.7, Table S4). Of the
22,647 expressed genes, 1,068 (4.7%) were up-regulated in planta
by at least twofold (false discovery rate-adjusted P value < 0.05).
Most of the highly up-regulated genes code for proteins with no
known function which are speciﬁc to R. irregularis (SI Appendix,
Table S11), but several enzymes and membrane transporters are
also induced during the interaction, as shown by eukaryotic
orthologous groups (KOG) and InterPro (IPR) analyses of in-
duced transcripts (SI Appendix, Table S12 and Fig. S18). Twenty-
nine of the 50 most highly up-regulated fungal transcripts in
mycorrhizal roots code for small secreted proteins with a pre-
dicted size of <150 aa (SI Appendix, Tables S11, S13, and S14),
several of which were detected in laser microdissected arbus-
culed cells (SI Appendix, Table S11). These mycorrhiza-induced
small secreted proteins (MiSSPs) belong to R. irregularis-speciﬁc
orphan gene families (SI Appendix, Table S15) and may act as
effector proteins to manipulate host cell signaling or to suppress
defense pathways during infection, as has been shown for the R.
irregularis SP7 effector, which interacts with a plant nuclear
ethylene-responsive transcriptional factor (29). Although the
repertoire of carbohydrate-active enzymes (CAZyme) of R.
irregularis is limited, a few genes coding for CBM-containing
proteins (LysM), glycosyl transferases (e.g., glycogen synthase,
chitin synthase, UDP-glucosyltransferases), and GHs (e.g.,
α-amylase, lysozyme, glucosaminidase) were dramatically up-
regulated (SI Appendix, Table S16), suggesting a role in mycor-
rhiza metabolism.
Presence of Sex-Related Genes in R. irregularis. AMF have long
been considered ancient clonal organisms, but recent studies
have revealed the presence of many AMF homologs of genes
known to be involved in sexual reproduction in other fungi, in-
cluding meiosis-speciﬁc genes (7, 30) and an expanded gene
family harboring a mating-type-related high mobility group do-
main (MATA-HMGs) (31). Here we conﬁrm the previous
ﬁndings of sex-related genes, and also show that the number of
MATA-HMGs present in the genome of R. irregularis that har-
bor a MATA domain, or that share similarities with mating-type
(MAT)-like HMGs from other fungi, is much larger than pre-
viously identiﬁed by mining transcriptome sequences (SI Ap-
pendix, section 1.6, Fig. S19 and Table S17). Speciﬁcally, 146
AMF genes were found to share similarities with homologs
present in the mating type locus of various fungal lineages, in-
cluding SexM/P from Phycomyces blakesleeanus (Zygomycota)
(32). We conﬁrm that none of the MATA-HMG genes are
located in close proximity to orthologs of genes known to
compose the MAT locus of other fungi, and that six scaffolds
harbor MATA-HMGs that are repeated in tandem (31). We
investigated the presence of potential idiomorphs in these
MATA-HMGs by isolating their respective alleles from three
genetically different strains of R. irregularis (strains A4, B3, and
C2). Only 3 of the 146 homologs failed to amplify from one of
three isolates using nonstringent procedures, raising the in-
triguing possibility that these represent idiomorphs of a hetero-
thallic AMF mating-type locus.
In conclusion, the occurrence of multiple highly diverged
genomes in the multinucleated R. irregularis is not supported by
the present study. Ancient whole-genome duplication and TE
proliferation likely have promoted massive gene duplications.
The R. irregularis genome shares many features with fungi be-
longing to Mucoromycotina (e.g., homokaryotic organization in
coenocytic hyphae, similar core metabolic pathways), suggesting
that Glomeromycota have strong phylogenetic relationships with
these early diverging fungi. On the other hand, the expression
of effector-like MiSSPs and the lack of PCW-degrading and
toxin-synthesizing enzymes are hallmarks of R. irregularis. These
features suggest a functional converging evolution with phylo-
genetically unrelated biotrophic pathogens (20, 26) and ecto-
mycorrhizal symbionts (21, 24). In contrast, the obligate bio-
trophic lifestyle of R. irregularis is not associated with a signiﬁcant
reduction in genes involved in nitrogen and sulfur assimilation,
as observed in many obligate biotrophic leaf pathogens (20, 26),
but is associated with the high expression of genes involved in
nutrient uptake (8). Thus, R. irregularis has the dual ability to
interact with the soil environment with respect to mineral nu-
trient uptake and to integrate the complex cues imposed by its in
planta life. The present comprehensive repertoire of R. irregularis
genes provides a basis for future research on symbiosis-related
mechanisms and the ecological genomics of Glomeromycota.
Methods
Detailed descriptions of materials and methods are provided in SI Appendix,
Methods. In brief, the genome of the multinucleated mycelium of R. irregularis
DAOM-197198 was sequenced using Sanger, 454, Illumina, and PacBio plat-
forms and assembled using the CLC Genomic Workbench assembler. Gene
models were predicted and validated using computational tools, and RNA-
Seq transcriptomics were annotated using the Joint Genome Institute anno-
tation pipeline. Gene expression of R. irregularis and Medicago truncatula
was assessed using RNA-Seq.
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II.4 Discussion 
II.4.a Gloin1 : un jeu de gènes robustes, bien qu'incomplet 
Plusieurs versions des assemblages génomiques et des modèles de gènes ont 
été produites durant le projet de séquençage de R. irregularis DAOM197198. Le Tableau 
II.1 résume les différents assemblages et on peut voir que la version actuelle du 
catalogue de gènes (Gloin1_GeneCatalog_CDS.fasta) a grandement bénéficiée des 
apports des NGS ainsi que des nouveaux outils d’assemblage : entre cette dernière 
version et MiraV2, le nombre de modèles de gènes a augmenté de près de 15% (30 282 
vs 25 906) et si l'augmentation de la taille moyenne des CDS n'est que de 3% (809 vs 
785), l'augmentation du N50 (984 à 1434 – 47.5%) démontre une amélioration 
importante de l'assemblage. En effet, le N50 correspond à la longueur du contig à partir 
duquel la somme des contigs les plus grands couvre 50% de la longueur totale de 
l’assemblage. Entre ces deux versions publiées, plusieurs étapes intermédiaires ont été 
nécessaires, avec des assemblages réalisés en interne au laboratoire à partir de 
données RNAseq obtenues au fil du temps (données Miseq et Hiseq). Un premier 
assemblage (UnigeneV1) a été réalisé dans l'objectif de réalisation d'un microarray 
Nimblegen (collaboration A Kohler, H San Clement, E Tisserant, cf chapitre 1). De 
manière générale, la stratégie d'assemblage a consisté à cumuler les données en 
intégrant par le logiciel GICL les versions précédentes avec des assemblages de novo 
issus des données RNAseq par l'assembleur de la suite de logiciels CLCBio Workbench. 
Il est notable que cette stratégie présente le défaut de perpétuer les assemblages 
chimériques initiaux. Pour cette raison, un script de redondance et de recherche de 
chimérisme a été réalisé sur UnigeneV2 en alignant les lectures de RNAseq sur 
l'assemblage et en donnant priorité aux versions validées par RNAseq (Hélène San 
Clemente, LRSV). Pour des raisons de commodité d'analyse (catalogue moins lourd à 
gérer), une version filtrée a été générée en éliminant les séquences inférieures à 200 pb 
et les séquences entre 200 et 500 si celles-ci ne comprenaient aucun domaine protéique 
reconnu dans les banques de données (UnigeneV2 filtré). UnigeneV3 est un assemblage 
réalisé sans limite de taille au cours des étapes d'assemblage, entrainant une inflation du 
nombre de contigs (196 972). L'objectif est ici de permettre la recherche des petits 
peptides (sujet de Thèse de Laurent Kamel, LRSV). 
 
 Quelques semaines après la parution du manuscrit Tisserant et al. (2013), un 
autre travail de génomique sur Rhizophagus irregularis DAOM197198 a été publié (Lin et 
al., 2014). La stratégie employée, très originale, a consisté à isoler 4 noyaux du 
champignon avant une amplification aléatoire des génomes nucléaires isolés (whole 
Genome Amplification ou WGA) suivi de séquençages Illumina indépendants. Un  
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séquençage shotgun Illumina sur de l'ADN génomique extrait de mycélium complète 
l'étude. A noter qu'aucun RNAseq ne complète l'analyse. Ces 6 données génomiques 
assemblées (dans l’ordre : 115, 90, 71, 95, 116, 117 Mpb) ont également été combinées 
en un génome de référence de 141Mpb, appelé Rir. Nous dressons ci-après un 
comparatif entre les deux assemblages (Tableau II.2). 
L'assemblage génomique Rir est de plus grande taille que l'assemblage 
génomique Gloin1. L'effort de séquençage est en effet supérieur (21,5 Gb vs 4,5 Gb 
respectivement). Un grand intérêt de l'approche de Lin et collaborateurs est le 
séquençage de noyaux individuels, le tour de force étant d'avoir réussi un assemblage 
homogène malgré les biais de l'approche WGA dont l'inégalité de représentativité des 
régions génomiques et la sensibilité aux régions riches en AT a été plusieurs fois 
soulignée (Pinard et al., 2006; Oyola et al., 2014). A contrario, les modèles de gènes Rir 
semblent globalement de qualité inférieure à la version Gloin1. Ainsi la version 
Gloin1_GeneCatalog_CDS.fasta contient 98% des « core eukaryotic genes », contre 
92,3% dans l’assemblage Rir, et 71% des modèles de gène Gloin1 sont couverts à 100% 
par les données RNASeq contre 65% des modèles de gène Rir. Nous avons ensuite 
comparé par le logiciel Gmap les deux répertoires de gènes (30 282 CDS Gloin1 et 
27 300 CDS Rir) contre les assemblages génomiques opposés (Figure II.1) :  
 .L'alignement des 27 300 CDS Rir sur les données génomiques Gloin1 indiquent 
que 13 487 des CDS (49%) sont similaires à 100% à un cadre de lecture (open reading 
frame ou ORF) définie sur le génome Gloin1, les autres étant soit chimériques (22%), 
soit non détectées comme ORF dans l'annotation Gloin1 (11%), soit sans similarité sur le 
génome (2390 CDS, 9%). Ce dernier point était attendu, l'assemblage génomique de 
Gloin1 étant 30% inférieur à celui de Rir. Il est d'ailleurs étonnant que ces 40 Mb d'écart 
ne découlent pas sur une plus grande différence de CDS non identifiées dans Gloin1 
(sous-estimation liée à la redondance ?). 
 . L'alignement des 30 282 CDS Gloin1 sur les données génomiques Rir indiquent 
que 14190 des CDS (48%) sont totalement similaires aux ORF définies sur le génome 
Rir, les autres étant soit chimériques (12%), soit non détectées comme gène dans 
l'annotation Rir (31%), soit sans équivalent sur le génome (1401 CDS, 5%). 
Cette comparaison montre que le chevauchement des répertoires de gènes 
Gloin1 et Rir sur les assemblages génomiques opposés est faible. Cette disparité est 
accrue en réalisant un blastn direct entre ces deux jeux : seuls 30% (8448) des CDS Rir 
et Gloin1 sont similaires (seuil de 80% d'identité), 39% des CDS Gloin1 n'ont aucun 
équivalent CDS Rir. Les sources potentielles d'écart sont multiples, mais il peut être 
avancé l'absence de données RNAseq pour la définition des modèles de gènes Rir. Les 
cadres de lectures définis automatiquement dans Rir paraissent moins pertinents que  
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dans Gloin1, malgré l'utilisation de modèles de gènes présents dans Genbank pour 
entrainer les prédicteurs. L'identification d'épissage alternatif par exemple n'est pas 
envisageable sans données d'expression, et rentre en compte pour expliquer les écarts 
observés entre les deux jeux de données. Certaines différences proviennent du filtrage 
des données (certains gènes mitochondriaux sont ainsi présents dans Rir). Il eut été 
pertinent de combiner les données des deux assemblages pour proposer des modèles 
de gènes et un assemblage génomique plus complet, mais le rapprochement des deux 
consortia avant publication n'a pu être établi (F. Martin, com. pers.). Ce travail n'a pas été 
réalisé à posteriori également. Au final le répertoire de gènes Gloin1 apparaît robuste 
mais amputé de 2390 CDS présents dans le répertoire de gène Rir. 
II.4.b Le génome de DAOM197198 est homocaryote haploïde, mais la 
possibilité d'une hétérocaryotie chez les champignons MA ne peut être écartée.  
Il est intéressant de revenir sur la controverse homocaryotie vs hétérocaryotie à la 
lumière des données génomiques de la souche DAOM197198. 
Comme précisé dans l'article Tisserant et al. (2013), les données génomiques 
indiquent que DAOM197198 est haploïde et homocaryotique. Ce dernier point découle 
particulièrement de l'analyse du polymorphisme global des données génomiques, défini 
en mesurant le taux de polymorphisme nucléotidique ou SNP (pour Single-Nucleotide 
Polymorphism). Précisons que la détermination des SNPs n'est qu'une mesure globale 
de la variabilité des séquences réalisée en comparant les séquences quasi identiques, 
pouvant aussi bien avoir pour origine des gènes multicopies sur un seul génome, des 
allèles différents de noyaux polyploïdes ou des loci de noyaux différents. Le taux de SNP 
est un donc un marqueur quantitatif et non qualitatif. De manière logique, on s’attend à 
avoir un taux de SNP plus élevé chez les organismes hétérocaryotes que chez les 
organismes homocaryotes. Récemment, le génome de Rhizoctonia solani 
(Basidiomycota) a été publié. Ce champignon pathogène est un hétérocaryote confirmé, 
possédant 6 à 15 noyaux par cellule (Sneh et al., 1991). Le taux de SNP intra isolats est 
de 11.5 à 19.6 SNP/kb selon les régions du génome étudiées, et la valeur inter souche 
varie de 98.5 à 228.2 SNP/kb (Hane et al., 2014). Dans le cas de R. irregularis, le taux 
de SNPs déterminé est de 0,4 SNP/kb, inférieur au taux mesuré chez Laccaria bicolor 
(0,78 SNP/kb). A noter que cette valeur a été définie par la recherche de variants en 
alignant 385 120 362 lectures RNAseq sur un jeu de 3075 gènes (ORF) en éliminant les 
régions de type transposon, fortement répétées dans un génome, et qui génèrent des 
faux positifs (variants intranucléaires). Le taux ainsi obtenu est de même ordre de 
grandeur que celui proposé par Lin et co-auteurs (2014) : 0,1 SNP/kb. Ajoutons que dans 
ce dernier article, la comparaison des données génomiques obtenues à partir de quatre  
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noyaux isolés et à partir du séquençage en shotgun d'ADNg issu de mycélium 
multinucléé n'a pas permis d'identifier de polymorphisme internucléaire. Ainsi l'hypothèse 
d'homocaryotie de DAOM197198 étant la plus probable, il est intéressant de revenir sur 
divers arguments de l'hypothèse d'hétérocaryotie. 
 i) Les CMA sont décrits comme des organismes anciennement asexués (absence 
ancestrale de reproduction sexuée ne permettant pas l'échange de matériel génétique et 
la possibilité de former de nouveaux génotypes, Judson & Normark, 1996). Par contre 
ces champignons seraient capables d’échanger du matériel génétique par anastomose, 
c’est-à-dire par fusion des hyphes et passage de noyaux d’un individu à l’autre (Figure 
II.2b) (Giovannetti et al., 1999, 2001, 2003; Croll et al., 2009) . Ce processus pourrait être 
un moteur de diversité génétique chez les CMA particulièrement Rhizophagus irregularis 
(Croll et al., 2009; Cárdenas-Flores et al., 2010). 
 Commentaire : la fréquence de ces évènements d'anastomose est rare (du moins 
in vitro) et limitée à des isolats génétiquement proches, toutes les espèces de CMA n'ont 
pas démontrées leur aptitude à réaliser des anastomoses (Purin & Morton, 2011). Par 
ailleurs, si de tels évènements étaient fréquents, il est possible de spéculer sur 
l'existence de mécanismes de parasexualité permettant une uniformisation des 
génomes. Notons enfin que dans le cadre des génomes mitochondriaux, il n'a été 
observé après fusion d'hyphes qu'une phase hétéroplasmique transitoire: un seul des 
deux génotypes mitochondriaux initiaux est conservé (de la Providencia et al., 2013). 
Enfin, concernant l'espèce Claroideoglomus etunicatum, des échanges de gènes entre 
souches sont suspectés même si l'organisation des populations est essentiellement 
clonale, indiquant que les échanges génétiques sont relativement faibles (den Bakker et 
al., 2010). 
 ii) L'appareil végétatif des CMA est formé d'hyphes coenocytiques (non septées) 
présentant des noyaux dont certains sont mobiles, d'autres restant localisés (Bago et al., 
1999). Les spores formées sont plurinucléées, noyaux issus de la migration du mycélium 
vers la spore (plusieurs centaines de noyaux : Bécard & Pfeffer, 1993; Hosny et al., 
1998; Marleau et al., 2011). Ce champignon ne passe donc jamais par un stade 
mononucléé, où un seul génome va être à l’origine de l’individu entier (répliqué plusieurs 
fois pour donner une spore contenant des noyaux issus d’un seul génotype). Ainsi, que 
ce soit suite à anastomose ou au cours de mitoses successives, il a été proposé 
l'existence de différentes populations de noyaux cohabitant au sein d'un même individu 
comme illustré en Figure II.2. Pour soutenir cette hypothèse, deux sondes d'ADN 
fluorescentes (T2 et T4) ciblant sur les régions ITS2 ont été hybridées sur des spores de 
Scutellospora castanea (Figure II.3 - (Kuhn et al., 2001), faisant apparaître des 
hybridations différentielles selon les noyaux (40 % des noyaux avec T2, 6-9% avec T4,  
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8-9% avec T2 et T4). Les auteurs interprétant ces résultats comme l'existence de 
différents types de noyaux. Dans la même veine, la forte diversité allélique de certains 
gènes observée chez les CMA comparativement aux autres groupes fongiques est 
souvent interprétée comme autant d'arguments d'hétérocaryotie :  
 -polymorphisme des régions ribosomiques (18S, 28S, mais surtout régions ITS - 
(Redecker et al., 1999; Stockinger et al., 2009) 
 -polymorphisme du gène BiP décrit comme étant en copie unique chez les 
champignons (15 variants pour la souche R. irregularis étudiée -identité non précisée - 
par Kuhn et al., 2001) 
 Commentaire : les données génomiques de Lin et al. (2014) montrent l'existence 
de nombreux variants de 45S par noyau séquencé. Il est désormais reconnu que le 
polymorphisme intragénomique est important chez les champignons, particulièrement 
pour les régions ribosomiques (Simon & Weiss, 2008). Dans cette situation, les résultats 
issus de l'utilisation de sondes fluorescentes pour visualiser la répartition de différentes 
régions ITS entre noyaux (Kühn et al., 2001) paraissent techniquement aléatoires. De 
même, le postulat décrivant que le gène BiP est présent en copie unique est infirmé par 
les données génomiques : 3 copies dans l'assemblage de chaque noyau selon Lin et al. 
(2014), ces copies étant également présentes dans l'assemblage Gloin1 (ID protéines 
342147, 345509, 319924 sur les scaffolds génomiques 10658, 16335 et 12902). 
 iii) Plusieurs travaux argumentent que les spores filles issues d'une culture 
monosporale présentent des modifications génotypiques selon l'hôte (Angelard et al., 
2010; Ehinger et al., 2012, Angelard et al, 2013). Par l'utilisation de marqueurs AFLP 
(Amplified Fragment Length Polymorphism), il a été observé que la fréquence de 
nucléotypes variait dans des spores filles en fonction de l'hôte associé. Ainsi, selon ces 
travaux, le champignon serait capable de s’adapter à différents hôtes comme l'indique 
les différences de fréquence de représentation de certains noyaux. Ce changement dans 
la fréquence des nucléotypes entrainerait des différences de performance dans la 
colonisation et la croissance des plantes. Ce tri de nucléotypes par l'hôte se traduirait par 
des fréquences différentes de nucléotypes dans les spores filles (Figure II.4).  
 Commentaire : l'hypothèse d'une "hétérocaryotie collaborative" est très 
séduisante. DAOM197198 étant homocaryote, cela laisserait à penser que cette souche, 
véritable souris blanche de laboratoire, a perdu de sa diversité génétique, repiquage 
après repiquage au cours de 36 ans de culture sur deux hôtes seulement (14 ans sur 
poireau et 22 ans sur racines transformées de carotte, clone DC1). Notons toutefois que 
ce crible génétique n'aurait pas fait perdre à la souche DAOM197198, utilisée à travers le 
monde, sa faculté à mycorhizer toute plante mycotrophe. 
 
92 
  
  
93 
  
Arguments et contre-arguments énoncés, force est de reconnaître que la question n'est 
pas définitivement tranchée. Limpens et Geurts (2014) dans une tentative de conciliation 
entre les observations par typage moléculaire montrant une hétérocaryotie, et les 
données génomiques sur DAOM197198 montrant une homocaryotie, argumentent sur la 
perte de diversité génétique de DAOM197198. Prenant l'exemple des protéines 
secrétées (SSPs), ces auteurs spéculent sur l'intérêt que présenterait l'organisation 
hétérocaryotique pour une adaptation à l'hôte. Des arbuscules qui porteraient des 
nucléotypes permettant une meilleure adaptation à l’hôte (que ce soit en terme de 
transfert de nutriments ou en terme d’effecteurs « compatibles ») se multiplieraient, alors 
que les arbuscules présentant des nucléotypes moins performants seraient sanctionnés 
(Figure II.4). La démonstration qui vient en appui de cette hypothèse souffre toutefois de 
deux approximations. Tout d'abord un argument avancé par Limpens et Geurts est la 
différence observée de valeurs de SNP définies dans les publications Tisserant et al. 
(2013) et Lin et al. (2014) : 0,4 et 0,1% respectivement. Les souches de DAOM197198 
utilisées pour ces deux travaux ayant été cultivées respectivement sur carotte et sur 
chicorée, les deux auteurs estiment que l'écart pourrait ne pas être uniquement dû aux 
aléas techniques. Cette spéculation n'a aucun fondement robuste. Les calculs de SNP 
sont extrêmement dépendants des paramètres choisis pour l'analyse, des gènes cibles 
analysés et de la nature des données exploitées (lectures de RNAseq vs lectures de 
génomique). Pour valider ces données, il eut été nécessaire de comparer sur le même 
pipeline bioinformatique, le même set de gènes cibles et un même volume de lectures 
Hiseq génomiques. Un deuxième argument avancé est que le comparatif des deux 
assemblages montre un polymorphisme de 0,8%. Le tableau II.2 démontre que dans 
l'état actuel des assemblages Gloin1 et Rir, il est difficile de faire un comparatif qui soit 
significatif et qui puisse refléter un polymorphisme dû aux conditions de cultures 
différentes de la souche.  
 
Malgré ces approximations, l'hypothèse est séduisante et mérite d'être testée. 
Sans ambition d'exhaustivité, plusieurs expérimentations sont envisageables : 
 .Comparer la richesse en SNPs de diverses souches de Rhizophagus irregularis 
par séquençage Illumina faible profondeur et alignement sur DAOM197198. Cette 
approche a été réalisée dans l'article Tisserant et al. (2013) avec des lectures de 
RNAseq d'une souche C2 fournie par N Corradi. Comme attendu le taux de SNPs est 
supérieur (2,6 SNP/kb) à celui mesuré avec les lectures RNAseq de DAOM197198 (0,4 
SNP/kb) car il s'agit d'un alignement hétérologue. Mais il serait pertinent d'exploiter ces 
stratégies sur diverses souches en choisissant des régions géniques cibles peu variables 
entre souches, en établissant une séquence consensus pour chaque souche, et puis en  
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calculant le taux de SNPs pondéré par la profondeur du séquençage pour chaque 
souche (SNP/kb/100 reads mapped) pour limiter l'incidence des variations de profondeur 
de séquençage pour une région donnée et une souche donnée. 
 .Valider par génomique les observations sur la plasticité des nucléotypes présents 
dans les spores. La rapidité du phénomène décrit par Angelard et al. (2014) permet 
d'envisager de multiplier des spores sur deux hôtes différents et de réaliser un 
séquençage faible profondeur pour comparer les valeurs globales de SNP. Ce travail ne 
peut être réalisé avec DAOM197198 (du fait de faible diversité génétique, il ferait 
toutefois un très bon témoin expérimental), mais avec un isolat nouvellement collecté 
susceptible de présenter une forte hétérocaryotie. 
 .Comparer l'efficacité symbiotique (gain agronomique) sur différentes plantes de 
plusieurs souches d'une même espèce fongique présentant des écarts de diversité 
génétique. En effet, comme précédemment souligné, la souche DAOM197198, haploïde 
homocaryote, ne semble pas avoir perdu sa faculté à mycorhizer tout hôte. Selon 
l'hypothèse de l'hétérocaryotie, la sélection des nucléotypes intervient plus dans le 
fitness à l'hôte que dans le spectre d'hôte, notion que l'on pourrait rattacher à l'efficacité 
de la symbiose, et in fine à un meilleur développement de la plante. 
 .Comparer la variabilité de la souche DAOM197198 cultivée in vitro avec une 
souche parente sauvage ou ayant eu un historique cultural très différent. Cette stratégie 
est tentée au laboratoire : des souches ont été ré-isolées en juillet 2014 sur le site de 
prélèvement initial (haie de frênes à Pont-Rouge, Canada), et seront typées (18S et 
marqueurs mitochondriaux spécifiques de DAOM197198, Formey et al., 2012) pour 
identifier une souche parente, amplifier sa culture puis la séquencer pour comparer le 
taux de SNP avec DAOM197198. Egalement, la souche Glomus sp#3 entretenue par C. 
Plenchette sur poireau depuis 1978 sera comparée selon la même stratégie avec DAOM 
197198 (C. Roux, com. pers.). 
La validation de cette hypothèse ouvrirait la perspective de faire progressivement 
émerger des souches plus efficaces dans la colonisation d'une plante particulière par la 
sélection successive de spores produites sur cette plante. La sélection génétique 
actuelle des plantes se fait largement grâce aux analyses de « quantitative trait loci » 
(QTL), qui lient présence d’un marqueur génétique et trait phénotypique (par exemple, le 
nombre de graines produites, la taille de la plante, sa vitesse de floraison, la résistance 
quantitative à un pathogène, etc). Avec cette hypothèse, de tels protocoles de sélection 
sont envisageables sur les CMA, puisque l’on pourrait, de la même manière, lier la 
présence de certains allèles fongiques avec une augmentation du rendement de la 
plante, sa résistance à la sécheresse, au sel, aux pathogènes, etc. Il serait donc  
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intéressant de tester si la fréquence de certains nucléotypes est affectée par les 
conditions abiotiques telles que le manque d’eau ou la concentration en métaux lourds 
du sol par exemple.  
On peut également supposer que puisqu’un mécanisme d’enrichissement de 
certains noyaux par rapport à d’autres existe, il deviendrait possible de transformer de 
manière stable le champignon : on peut imaginer que la sélection des transformants, qui 
se fait habituellement grâce aux antibiotiques, pourrait se faire en conférant un gène 
permettant une sélection positive. Ces noyaux plus performants, étant sélectionnés par 
la plante, finiraient par se retrouver majoritaires après des cultures successives.  
II.4.c Arguments pour l'existence d'une reproduction sexuée cryptique.  
 La reproduction sexuée consiste à trouver un partenaire compatible via l’excrétion 
et la perception d’hormones sexuelles, la formation de gamètes ou la fusion d'hyphes, 
puis l'appariement de noyaux et enfin l'entrée en méiose. Malgré le coût énergétique de 
ces étapes, le brassage génétique engendré évite l’accumulation de mutations délétères. 
Aucun mécanisme typique de sexualité n’a jamais été observé chez ces champignons 
(Sanders, 1999), même chez les fossiles de CMA. Comme l’échange de matériel 
génétique (sous forme de noyaux) a été plusieurs fois suggéré bien que rarement 
documenté (Vandenkoornhuyse et al., 2001; Croll et al., 2009; den Bakker et al., 2010), 
l'acceptation consensuelle est qu'en absence de mécanisme typique de sexualité et de 
méiose, des échanges génétiques importants seraient possibles par échanges de 
noyaux entre des hyphes de génotypes différents. Ce postulat est atténué par divers 
arguments, par exemple les analyses de recombinaison réalisées sur diverses souches 
de Claroideoglomus etunicatum révèlent une organisation clonale très forte, bien qu'il y 
ait des traces d'échanges de gènes entre souches (den Bakker et al., 2010). Egalement, 
la multiplication au sein des génomes Gloin1 et Rir d'allèles de gènes codant pour les 
ARN ribosomaux est supposément un caractère attribué aux espèces asexuées 
(Pawlowska et Taylor, 2004). Ainsi l'ensemble de ces données, malgré leur diversité, 
converge vers l'existence de mécanismes d'échanges génétiques plus proches des 
mécanismes de parasexualité que de la sexualité elle-même.  
 De façon très intéressante, l'absence totale de mécanisme de sexualité semble 
remise en cause par les données génomiques. En premier lieu, tous les gènes impliqués 
dans la cascade de signalisation de la perception des phéromones sexuelles ont été 
retrouvés chez Rhizophagus spp. et Glomus cerebriforme, à l’exception du gène STE5 
(Halary et al., 2013). Plusieurs gènes impliqués dans la méiose ou l'accouplement 
(mating) ont été identifiés, notamment les gènes de type sexuels (mating-types, MAT 
loci), responsables de l’identité sexuelle de la cellule et donc de la compatibilité ou 
incompatibilité selon les cas. La méiose est un processus reposant sur de nombreux  
98 
  
  
99 
  
gènes spécifiques mais également non spécifiques, autrement impliqués dans la 
réparation de l’ADN et la recombinaison. Ainsi, dans 4 souches de Glomus, 51 
homologues ont été identifiés, dont certains sont spécifiques de la méiose (Halary et al., 
2011). Le locus MAT comprend des protéines contenant un “high-mobility group” (HMG) 
(Fraser & Heitman, 2004). Plusieurs homologue de SexP et SexM (deux gènes 
contenant des domaines HMG) impliqués dans la compatibilité chez Phycomyces 
blackesleeanus (Idnurm et al., 2008) ont été identifiés chez R. irregularis (Tisserant et al., 
2012). Dans une autre étude sur deux souches de R. irregularis, 76 transcrits ont été 
identifiés, arborant également ces domaines HMG (Riley et al., 2013). Dans le génome 
de DAOM197198, ce ne sont pas moins de 146 gènes qui sont identifiés. Cependant le 
profil d’expression de ces gènes ne permet pas de conclure sur une implication dans la 
reproduction sexuée (Corradi & Lildhar, 2012; Riley & Corradi, 2013). Au vu de leur 
multiplication dans le génome de R. irregularis et de leur rôle dans la régulation génique, 
une implication de ces gènes dans des mécanismes autres que la reproduction est 
envisageable (ce qui n'exclue pas leur participation dans des processus de sexualité). 
En second lieu les données génomiques révèlent une forte proportion d'éléments 
transposables. La taille du génome de R. irregularis (154 Mb - une des plus grandes 
taille de génome parmi les champignons) est en grande partie due à la forte expansion 
des éléments transposables (36 à 40% du génome). Les éléments transposables, 
d’abord qualifiés de « junk DNA » (Ohno, 1972), sont en fait des machines à évolution. 
En effet, leur capacité à s’insérer dans le génome, par des phénomènes de copier/coller 
ou couper/coller, peut créer de nouveaux gènes ou modifier l’expression de gènes déjà 
existants et ainsi faire évoluer le génome d’un organisme. Des modèles évolutifs 
décrivent que l'accumulation de ces éléments transposables chez des organismes 
asexués devraient aboutir à l'extinction de l'espèce (Dolgin & Charlesworth, 2006). Sur 
cette hypothèse, Lin et al. (2014) suggèrent que des mécanismes de parasexualité - 
fusion de noyaux dans les hyphes - permettraient de limiter l'expansion des éléments 
transposables. Cet argument indirect de la présence d'un mécanisme de brassage 
génétique, bien que spéculatif, est conforté par la comparaison de R. irregularis avec des 
espèces fongiques sexuées dont les génomes sont de grande taille, tels Tuber 
melanosporum (125 Mb) et Melampsora larici-populina (101-Mb), et pour lesquels la 
proportion d'éléments transposables est de même magnitude (58 et 45% respectivement 
- Martin et al., 2010). 
Ainsi, tout comme la question sur la caryotie, l’existence de mécanismes sexuels 
cryptiques chez les champignons MA reste une question ouverte. 
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II.4.d Origine probable du caractère obligatoire de la biotrophie.  
L’étude du génome permet de conclure que, malgré la biotrophie obligatoire de R. 
irregularis, il n’y a pas eu de perte massive de gènes liée à la relation intime avec un 
hôte, contrairement à ce qu’il peut se produire dans certains cas (un exemple parlant 
concerne les microsporidies, ces champignons parasites obligatoires dont la taille du 
génome est fortement réduite Corradi & Selman, 2013). Cependant, le fait que ces 
champignons ne soient pas capables de pousser sans un hôte suggère soit qu’ils aient 
perdu des gènes essentiels, soit qu’une régulation particulière ait été mise en place et 
qui les empêche désormais de vivre sans leurs hôtes. La capacité à synthétiser les 
acides gras de façon autonome a été remise en question lorsqu’il a été observé, grâce à 
des expériences avec de l’acétate marqué en C14, que les ERM n’étaient pas capables 
de synthétiser de l’acide palmitique (C16), le produit de la FAS. En effet, les structures 
fongiques externes à la plante ne font que de l’élongation et de la désaturation d’acide 
gras déjà existants, provenant soit des réserves soit des structures fongiques internes à 
la plante. L’hypothèse proposée expliquant la biotrophie obligatoire, est que les 
champignons obtiennent de la plante leurs acides palmitiques, à partir desquels ils vont 
synthétiser les acides gras plus longs. Cependant, des essais complémentaires avec du 
[14C]-sucrose ont fait pencher la balance en faveur de l’hypothèse d’une synthèse de 
novo des acides gras fongiques, mais uniquement dans les IRMs, supposant une 
régulation spécifique (Trépanier et al., 2005). Une étude récente, basée sur les données 
génomiques Gloin1, a conduit à considérer que la FAS eucaryote était absente chez R. 
irregularis, les séquences précédement identifiées appartenant au système de FAS 
procaryote dans la mitochondrie (Wewer et al., 2014). Dans cette hypothèse, les acides 
gras en C16 seraient obtenus via la plante fautes d'être synthétisés par le champignon. 
En appui à cela, il a été décrit que de nombreux plastes, sites de syntèse des acides 
gras des plantes, sont accumulés autour des arbuscules (Hans et al., 2004; Strack & 
Fester, 2006). Egalement, une augmentation de 30% de C16:0 a été mesurée dans les 
racines colonisées, ainsi que l’augmentation d’autres acides gras (Wang et al., 2012), en 
corrélation avec l’induction de l’expression de FatB (une 16:0-ACP thioestérase) impliqué 
dans l’export de C16 des plastes vers le cytosol (Gomez et al., 2009).  
II.5 Perspectives envisagées suite à ces premières données génomiques.  
Pour aussi fragmenté que soit l'assemblage génomique actuel de Rhizophagus 
irregularis, il n'en demeure pas moins que les données obtenues constituent une 
avancée spectaculaire de nos connaissances sur la biologie de ces champignons, 
ouvrant ainsi un vaste champ d'investigation : 
 .Amélioration de l'assemblage génomique Gloin1. L'organisation haploïde 
homocaryotique de DAOM197198, induite ou non par des années de culture in vitro, est  
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une conclusion inattendue qui permet d'envisager l'obtention d'un assemblage complet 
et propre de ce génome. Deux stratégies sont en cours. D'une part l'accumulation de 
données Hiseq produites sur la même souche par Shotgun. Actuellement la profondeur 
de séquençage est de 30x (4,547 Gb séquencés pour un génome de 153 Mb). La 
réalisation d'une ligne de Hiseq complémentaire enrichira énormément la qualité 
générale de l'assemblage. Une stratégie PacBio complémentaire est également prévue. 
Cette technologie permet d'obtenir des longs fragments (20-30 kb) et a été utilisée pour 
finaliser l'assemblage des contigs. Pour profiter pleinement des avantages de cette 
technologie, un travail est en cours pour tenter d'obtenir de l'ADN génomique de très 
haut poids moléculaire (le protocole utilisé jusqu'à présent, réalisé après broyage du 
matériel fongique, génère un smear d'ADNg de 25 kb maximum).  
 .Séquençage de nouveaux génomes. La comparaison de génomes est riche 
d'informations. Les analyses en phylogénomique permettront de mieux préciser la 
position relative des différents clades fongiques. Bien qu'il soit trop tôt pour travailler sur 
les analyses de synténie des génomes faute d'assemblages suffisants, la comparaison 
des jeux de gènes permet d'étudier les similarités globales de séquences. Ainsi Lin et al. 
(2014), en concaténant 35 gènes issus de leur assemblage Rir, insistent sur la proximité 
de R. irregularis avec les Mucuromycotina, la proximité des Glomeromycota entre les 
Dikarya et les autres clades étant encore discutés (James et al., 2006). Dans Tisserant 
et al., (2013), des arguments plus généraux encore (orthologie globale Figure S12 de 
l'article) sous-tendent que R. irregularis est un clade frère de Mortierella elongata. Il faut 
toutefois noter que l'analyse phylogénomique ne sera robuste que lorsque plusieurs 
génomes de Glomeromycota illustrant la diversité de ce taxon seront inclus dans 
l'analyse.  
L'obtention de nouveaux génomes permettra également de confronter les 
répertoires de gènes des différents taxons de Glomeromycota en fonction de leur 
adaptation à l'environnement. Ainsi plusieurs travaux montrent que certaines espèces 
de CMA - e.g. Funneliformis mosseae, R. irregularis - sont très performantes en milieu 
perturbé (champ labouré), d'autres - e.g. Gigaspora sp - plus représentées dans les 
prairies (Verbruggen & Kiers, 2010; Stockinger et al., 2014). La comparaison soit des 
répertoires soit des données d'expression pourrait apporter des éléments caractérisant 
ces spécialisations. Egalement, un tel comparatif est riche d'informations sur les 
caractères conservés et donc potentiellement indispensables à l'établissement de la 
symbiose mycorhizienne. Qu'en est-il de la diversité des SSPs, des gènes impliqués 
dans la synthèse des lipo-chito-oligosaccharides ou de tout autre métabolisme ? 
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Le potentiel de ces approches comparatives a motivé la sélection de nouveaux 
candidats de Glomeromycota au séquençage dans le projet 1000 fungal genomes (C. 
Roux, com. pers.). 
 .Etudes d'expression génique. Dès à présent la disponibilité d'un répertoire de 
gènes de R. irregularis nous permet d'étudier la régulation génique mise en jeu dans les 
différentes étapes de la symbiose pour en comprendre la physiologie. C'est ce type 
d'approche qui constitue les trois chapitres suivants.  
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Chapitre III : Le développement de Rhizophagus irregularis 
DAOM197198 au regard de la régulation de l'expression génique 
Avant-propos 
Dans ce chapitre, je décris la régulation génique au cours du cycle de vie du 
champignon. Comme présenté dans le chapitre 1, plusieurs étapes de la vie de R. 
irregularis ont été étudiées : les réponses aux stimuli de plante (strigolactones et 
exsudats racinaires), régulation globale in planta et dans les hyphes extra racinaire. Une 
attention particulière a été portée à certains gènes et métabolismes, connus pour être 
importants durant la symbiose : protéines sécrétées prédites, gènes potentiellement 
impliqués dans la reproduction sexuée, métabolisme lipidique, de l’azote et du 
phosphore. 
L'analyse de ces résultats se poursuit.  
III.1 Introduction 
La biologie de la symbiose mycorhizienne à arbuscules a été essentiellement réalisée du 
point de vue de la plante, faute d'outils pour étudier la biologie du développement du 
champignon. La définition d'un répertoire de gènes de qualité sans cesse améliorée lors 
de ce travail de thèse, comme décrit en Tableau II.1, a permis d'analyser la régulation 
globale de l'expression génique par RNAseq à différents stades de développement du 
champignon. Les conditions d'obtention du matériel fongique sont décrites en chapitre I. 
Les données RNAseq ont été obtenues comme décrit en paragraphe I.3 et en matériel 
supplémentaire (section 1.7) de l'article Tisserant, et al. (2013). Ces données RNAseq 
ont en effet été utilisées pour affiner les modèles de gènes Gloin1 sur l'assemblage 
génomique. C'est ce dernier assemblage qui a été utilisé pour les analyses d'expression 
qui suivent, car le jeu de données Gloin1 est actuellement le plus robuste comme décrit 
en Tableau II.2. 
III.1.a La régulation génique de la réponse précoce 
Les strigolactones, des molécules exsudées par les racines des plantes, sont 
impliquées dans les étapes précoces de l’établissement de la symbiose : leur perception 
par les hyphes issues de spores de CMA en germination entraine une augmentation de 
la respiration et du catabolisme lipidique, menant à la ramification des hyphes 
(Tamasloukht et al., 2003; Akiyama et al., 2005; Besserer et al., 2006, 2008). La 
mycorhization de plantes mutées ne produisant plus de strigolactones est fortement 
diminuée, confirmant leur implication dans la mise en place de la symbiose (Gomez-
Roldan et al., 2008).  
Pour définir si la perception de strigolactones par R. irregularis était suivie par la 
mise en place d'un programme génétique spécifique, des spores ont été pré-germées 
pendant 2 jours puis induites avec du GR24 (un analogue structural de synthèse de 
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strigolactones, voir Figure 5) et collectées à 4 temps d’incubation différents 
correspondant à des phases spécifiques de réponse du champignon où une régulation 
transcriptionnelle est susceptible de se mettre en place (cf chapitre I) : 1h (changement 
de morphologie des mitochondries), 2 jours (période précédent la ramification d'hyphes), 
7 jours (optimum de ramification des hyphes) et 14 jours (état stationnaire de 
ramification).  
Au-delà des seules strigolactones, les racines des plantes exsudent des centaines de 
molécules (Bais et al., 2006). Pour tester leurs effets sur la régulation de l'expression 
fongique, des spores ont été déposées pendant 14 jours sur une membrane perméable 
de cellophane reposant sur des racines de carotte non mycorhizées en culture (hairy 
root clone DC1), afin d’être exposées aux molécules diffusibles des racines (condition 
RE - root exudates). 
III.1.b La régulation génique fongique lors de la symbiose MA 
La régulation génique fongique à l'état symbiotique a été analysée sur deux types 
de prélèvement dont nous précisons ci-après les compromis expérimentaux qui ont guidé 
leur choix.  
 D'une part sur du mycélium intra racinaire, obtenu par collecte de racines de 
Medicago truncatula mycorhizées pendant 6 semaines (4 semaines en système nurserie 
+ 2 semaines en culture isolée - 57 à 60% de niveau de mycorhization, cf Tableau I.2). 
Ce matériel biologique présente diverses limitations. i) les ARN fongiques sont fortement 
dilués par les ARN végétaux malgré un taux élevé de mycorhization. Ces transcrits 
proviennent par ailleurs de différentes structures fongiques : arbuscules, hyphes se 
développant dans l'hôte de façon inter- et intra-cellulaire, mais aussi hyphopodes et 
hyphes courant à la surface des racines (les colorations racinaires montrent toutefois que 
les arbuscules et les hyphes inter/intra-cellulaires sont fortement prépondérants). Il est 
difficilement envisageable de lever ces restrictions, si ce n'est en isolant les arbuscules 
par microdissection laser. ii) Le matériel n'a pas été produit en condition stérile et des 
ARN contaminants provenant de microorganismes de la rhizosphère sont présents. Cette 
contamination est malgré tout limitée (moins de 0,5% des ARN extraits) et nous n'avons 
pas opté pour l'utilisation de matériel symbiotique produit in vitro car la mycorhization est 
moins homogène (présence de racines non mycorhizées) et dans un état physiologique 
potentiellement différent de celui d'une plante entière (racines transformées par 
agrobactéries).  
 D'autre part sur du mycélium extra racinaire obtenu sur des cultures in vitro de 
racines de carotte produite en boîte double compartiment. Cet hôte a été préféré à 
Medicago truncatula, dont des racines transformées par agrobactéries poussent plus 
lentement et produisent moins d'ERM en système double compartiment. Comme 
expliqué en chapitre I, les ERM sont concomitants aux IRM et afin d’identifier des gènes 
spécifiquement impliqués dans le développement du champignon dans les tissus 
végétaux, les ERM nous semblent correspondre à une condition de référence plus 
appropriée que les spores en germination. 
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III.2 Résultats 
III.2.a Réponse aux stimuli présymbiotiques 
 Seules les données significatives sont comparées (val. abs. Experimental 
Différence>10 ; FDR<0,05). Le comparatif des données d'expression GR24 vs témoin 
aux différents temps montre que plus d’une centaine de gènes sont régulés. Après 1 
heure de traitement au GR24, 123 gènes sont surexprimés dont 14 fortement (fold 
change>10x, FDR<0.05) et 17 gènes sont réprimés (Figure III.1.a). Après 2 jours, 
seulement 33 gènes sont induits et 12 réprimés. Le nombre de gènes régulés augmente 
fortement après 7 jours avec 106 gènes induits (dont 11 fortement induits) et 13 
réprimés. Enfin, au bout de 2 semaines après induction, il n’y a plus que 19 gènes 
induits et 10 sont réprimés (Figure III.1.a). Cependant, très peu de gènes restent induits 
(Figure III.1.b) ou réprimés (Figure III.1.c) aux différents temps de collecte de manière 
robuste à l’exception des gènes induits à 2 jours et 14 jours (51,5% et 63.2% des gènes 
induits le sont dans une autre condition, respectivement). Au total, ce sont donc 237 
gènes qui sont induits (Tableau SIII.1), dont 65% ne possèdent pas d’annotation mais 
59,4% possèdent un domaine InterPro annoté. Sur les 94 gènes restants, plusieurs 
catégories sont sur-représentées : on compte notamment 11 gènes codant pour des 
protéines sécrétées putatives, 9 cytochromes P450, 6 gènes annotés comme étant 
impliqués dans le métabolisme énergétique et 6 Méthyltransférase de type 11. On peut 
également noter que l’ajout de GR24 induit l’expression de 9 transporteurs dont le 
transporteur de sucre MST2, l'aquaporine AQPF1 et enfin un transporteur de nitrate. 
Enfin, il est intéressant de pointer qu’un gène codant pour une chitine synthase est très 
fortement induit de manière robuste à 1h (fold change = 55), 7 jours (fold change = 69) 
et 14 jours (fold change = 17) il est également fortement induit après 2 jours d’induction, 
mais non statistiquement robuste (Tableau SIII.1). Concernant les 46 gènes réprimés en 
réponse au GR24, seuls 7 présentent une annotation (2 cytochromes P450, une 
oxydoréductase, une protéine sécrétée putative, une pyridoxine 4-dehydrogenase et un 
facteur de transcription). 
En réponse aux exsudats racinaires, 251 gènes sont induits dont 14 très 
fortement et 63 sont réprimés, dont 2 fortement (Figure III.2.a – Tableau SIII.2). Ces 
effectifs sont à comparer aux 119 et 29 gènes différentiellement régulés respectivement 
à 7 et 14 jours après ajout de GR24, indiquant que les exsudats ont un fort effet 
inducteur. Parmi ces 251 gènes, 195 n’ont pas d’annotation (77.7%) mais 48.6% 
présentent des domaines InterPro. La croissance en présence de signaux végétaux 
induit notamment l’expression de 11 protéines secrétées, 6 cytochromes P450, 4 
transporteurs (2 transporteurs de nitrate – ID prot : 46659 et 30454 - Tian et al., 2010; 
Tisserant et al., 2012, le transporteur d’ammonium GinAMT1 - López-Pedrosa et al., 
2006, et un transporteur d’urée putatif). 
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Comme représenté en Figures III.2.b et III.2.c, très peu de gènes sont induits ou 
réprimés en commun en réponse au GR24 et aux exsudats racinaires. Le gène codant 
pour la chitine synthase précédemment décrite est également surexprimée en réponse 
aux exsudats racinaires, bien que non statistiquement robuste. 
Enfin, seuls 2 gènes sont induits par le GR24 à tous les temps et par les exsudats 
racinaires (ID prot : 349048 – sans annotation et ID prot : 350118 -ATP-dependent 
protease LA (LON) domain protein e-87). 
III.2.b Régulation in planta 
Parmi les 30 282 gènes du répertoire de R. irregularis, 848 (2,8%) sont 
surexprimés au moins 2 fois dans les IRM comparativement aux ERM, et 59 (0.19%) 
sont spécifiquement exprimés dans les IRM (Tableau SIII.3). La figure III.3.a illustre la 
représentativité des domaines protéiques InterPro parmi les gènes les plus surexprimés 
dans les IRM. Les 5 familles protéiques majoritaires sont des protéines sécrétées, des 
Cytochromes P450, des transporteurs (Major facilitator Superfamily, symporteur, 
perméases etc), des peptidases et des protéines kinases notamment. Parmi les 100 
gènes spécifiquement ou très fortement exprimés dans les ERM, 51 seulement 
possèdent une annotation, dont 32 comme protéines sécrétées (Tableau III.1). La chitine 
synthase précédemment induite en réponse au GR24 est également induite dans les 
IRM. 
A contrario, 2459 gènes (8,1%) ont été identifiés surexprimés dans les ERM 
comparativement aux IRM (Tableau SIII.3). La figure III.3.b montre les domaines les plus 
représentés induits dans les ERM. Dans l’ordre, les 5 domaines les plus représentés 
sont : les protéines kinases, les BTB/POZ, les protéines sécrétées, les cytochromes 
P450 et les transporteurs. 
III.2.c Peptides sécrétés 
Dans le chapitre II, les peptides sécrétés (« SP » pour secreted peptides), qui sont 
potentiellement des effecteurs ont été identifiés par analyse in silico (présence d'un 
peptide signa). Ainsi, 376 gènes codant pour des SP ont été identifiés dans l’assemblage 
total, soit 1,24% du catalogue de gènes de R. irregularis. La figure III.4.a montre 
l’expression des gènes différentiellement exprimés dans les différentes conditions 
biologiques testées et qui codent pour des SP putatifs. L'analyse des profils d'expression 
(Figure III.4.a) montre que l’expression de ces gènes fongiques dans les tissus végétaux 
diffère fortement de leur expression dans les hyphes fongiques issus de spores en 
germination ou d'ERM. Le patron d'expression obtenu dans les ERM se distingue 
également de ceux du champignon en germination. Parmi les patrons obtenus pour les 
différentes conditions biologiques du champignon en germination, les témoins et essais 
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du temps 1h et de réponse aux exsudats racinaires sont regroupés, indiquant un effet 
supérieur du stade physiologique global du champignon que de l'effet inducteur du GR24 
ou des exsudats racinaires, même si ces derniers ont une incidence nette sur 
l'expression de certains SP. Enfin, les profils d'expression GR24 et témoins à 2, 7 et 14 
jours sont distribués entre eux sans regroupement vraiment spécifique. Il est intéressant 
de noter que 10% (37) de ces SP ne sont exprimés dans aucune des conditions testées 
(moyenne des RPKM = 0 – Figure III.4.b). A contrario, 143 (38%) de ces gènes sont 
détectés quelle que soit la condition biologique (RPKM>0 dans toutes les conditions 
testées). Certains SP sont détectés uniquement dans une ou plusieurs conditions : 8 
uniquement lorsque le champignon est en association avec M. truncatula (dont 6 induits 
significativement par rapport aux ERM), 18 lorsque le champignon est en association 
avec la plante (RPKM>0 dans les tissus symbiotiques ou dans les ERM - cependant, il 
faut noter que le niveau d'expression dans les ERM est plus faible), 24 uniquement dans 
le champignon seul (RPKM >0 dans les spores en germination ou les ERM, et RPKM = 0 
dans la plante). 
Durant la germination, 19 SP sont induits en réponse au GR24 et/ou aux exsudats 
racinaires, et 6 sont en revanche réprimés (Tableau III.2). 
 Lors du développement dans les tissus végétaux, 79 SP sont induits dans les IRM 
dont 61 très fortement (>10x) et 60 induits dans les ERM dont 34 très fortement (<10x – 
Tableau III.3). 
 III.2.d Gènes potentiellement impliqués dans la reproduction sexuée 
 Les gènes impliqués dans la méiose et la cascade de signalisation de perception 
aux phéromones sexuelles (dont le récepteur Ste3) ont été identifiés dans des travaux 
précédents (Halary et al., 2011, 2013; Riley et al., 2013; Tisserant et al., 2013). 
L’expression de ces gènes chez R. irregularis (identifiés par blastn lorsque c’était 
nécessaire) a été suivie dans les différentes conditions testées. Sur plus de 50 gènes 
répertoriés, seuls 5 gènes sont différentiellement exprimés (Tableau III.4.a) : Slx1 est 
fortement induit dans la plante, Mnd1 est sur-exprimé en réponse au GR24 après 7 jours 
d’induction et dans la plante, et enfin Smc3, Top2 et Msh4 sont induits dans les ERM. 
 Les 146 gènes MATA-HMG, identifiés dans Tisserant et al. 2013, ont également 
été analysés (Tableau III.4.b). En réponse aux stimuli de plantes (conditions RE et 
GR24), 8 gènes sont induits en réponse aux exsudats racinaires, majoritairement en 
réponse aux exsudats racinaires, et 2 gènes sont réprimés. Lors de la symbiose, 3 gènes 
sont induits dans les IRM tandis que 16 sont induits dans les ERM. 
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III.2.e Métabolisme lipidique 
 Une attention particulière a été portée sur les gènes du métabolisme lipidique. Sur 
la Figure III.5, il peut être observé que les gènes identifiés comme impliqués dans le 
métabolisme lipidique sont exprimés au moins dans une des conditions biologiques 
analysées. Le Tableau III.5 recense les gènes surexprimés et réprimés dans les 
conditions testées. Parmi les gènes impliqués dans l’élongation des acides gras, 10 sont 
induits, dont 4 fortement (>10x). On remarque également que la plupart des gènes 
impliqués dans le catabolisme des lipides sont induits dans les ERM. Deux long-chain 
acyl CoA synthetase présentent une expression alterne : une surexprimée dans les ERM 
et une fortement surexprimée dans les IRM. 
III.2.f Azote et Phosphore 
 Dans le Tableau III.6 sont indiqués les gènes fongiques impliqués dans le 
recrutement et les transports d’azote. Comme indiqué en paragraphe III.2.a, un 
transporteur de nitrate (ID prot 30454) est surexprimé dans les hyphes de spores en 
germination en réponse aux stimuli de plantes, mais également dans les ERM. Dans les 
IRM, 7 gènes sont surexprimés comparativement aux IRM (un transporteur d’acides 
aminés, une glutamate déshydrogénase, une glutamine synthétase, une uréase, UreG, 
une ornithine aminotransférase, et une arginase). Dans les ERM, 13 gènes sont 
surexprimés comparativement aux IRM dont 6 transporteurs, une arginosuccinate lyase, 
une autre glutamate déshydrogénase, une arginosuccinate synthase, deux nitrites 
réductases, une glutamine synthétase et une carbamoyl-phosphate synthétase. Le 
Tableau III.7 fait état des gènes impliqués dans la collecte et l’échange de phosphate. 
Ainsi, les IRM expriment une phosphatase alkaline, un transporteur de phosphate, une 
endopolyphosphatase vacuolaire et un régulateur positif. Dans les ERM, ce sont une 
phosphatase acide, un transporteur de phosphate et deux endopolyphosphates 
polymérases vacuolaires qui sont exprimées. 
III.3 Discussion 
III.3.a Réponse au GR24 et aux exsudats racinaires 
Les résultats montrent que la perception de strigolactone, ici le GR24 à la dose du 
µM, induit des variations d'expression d'au mois 286 gènes au cours du temps (237 
gènes sont surexprimés au moins une fois au cours des 4 temps analysés, 3 gènes sont 
induits puis réprimés et enfin 46 gènes sont réprimés au moins une fois au cours du 
temps). Ceci souligne qu’en réponse à ces molécules exsudées, un programme 
génétique se met en place très rapidement, dès la première heure après induction, et se 
poursuit au cours du temps. Une première tentative d'essai de réponse au GR24 n'avait 
donné aucun résultat probant (essai réalisé dans le cadre des travaux ayant généré 
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l'article Tisserant et al., 2012), soulignant l'importance de la mise au point des conditions 
biologiques. Il est intéressant de noter que, quel que soit le temps de collecte des spores 
après induction, la majorité des gènes régulés sont surexprimés (88% pour le temps 1h ; 
72%, 89% et 66% pour les temps 2, 7 et 14 jours) et aucun n’est fortement réprimé 
(<10x). Ce résultat peut être interprété comme une augmentation globale de l’activité 
métabolique du champignon par l’ajout des strigolactones, se traduisant par une 
activation de la transcription. Il en est de même avec l’induction aux exsudats racinaires, 
dont 80% des gènes régulés sont surexprimés après 14 jours de germination.  
 Le fait que peu de transcrits soient induits à plusieurs temps de collecte post 
induction (Figure III.1.b et III.1.c) suggère que le champignon enclenche un programme 
génétique séquentiel avec des gènes qui vont être induits de manière successive. 
 Un plus grand nombre de gènes sont régulés en réponse aux exsudats racinaires, 
comparé au GR24 (314 contre 140, 46, 119 et 29 pour les différents temps de collecte 
dans l’ordre). Ce résultat peut être expliqué par la diversité des molécules présentes à 
concentration physiologique dans les exsudats racinaires, pouvant induire une régulation 
génique plus complète chez le champignon, contrairement au seul GR24. Le fait que très 
peu de gènes soient communs avec ceux obtenus en réponse au GR24 est plus 
surprenant, particulièrement pour le temps de collecte 14 jours après induction qui 
correspond au temps de croissance en contact avec les exsudats racinaires. Nous 
proposons deux explications possibles. D'une part ces essais ont été réalisés dans des 
conditions expérimentales distinctes : dans le cas de traitement au GR24, les spores 
germent en milieu liquide, alors que pour soumettre le champignon aux exsudats 
racinaires, les spores germent sur une membrane de cellophane au contact d'un milieu 
gélosé. Nous avons déjà souligné au regard de la figure III.4.a que les conditions 
expérimentales semblent fortement conditionner l'état physiologique global du 
champignon, pouvant masquer des effets plus spécifiques. D’un autre côté, cela peut 
souligner que le dialogue moléculaire CMA-hôte est bien plus complexe que la seule 
perception de strigolactones. En effet, dans l'hypothèse où plusieurs signaux se 
succèdent suite à la perception par les deux partenaires des signaux actuellement 
connus (strigolactones / CO-LCO), la réponse transcriptomique aux exsudats racinaires 
en condition proche des conditions biologiques (champignon sur une membrane 
perméable à proximité des racines de l'hôte) ne peut être que plus complexe que la seule 
réponse au GR24, et dans un état séquentiel distinct.  
 L’induction de différents transporteurs (d’azote, de sucre…) en réponse aux stimuli 
de plante indique que, même lorsque le champignon n’est pas en association avec la 
plante, il est dans un état pré-symbiotique se préparant à importer des nutriments. La 
question est de définir si le système est à ce stade fonctionnel, et si des acquisitions de  
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nutriments se font avec son hôte. Ceci nécessiterait de tester si, au voisinage des 
racines, certains nutriments sont incorporés dans le métabolisme fongique. 
. L’induction de cytochrome P450 est plus difficile à interpréter dans cette 
configuration. Ces protéines sont connues pour dégrader les molécules exogènes qui 
pourraient endommager la cellule notamment. Dans ces conditions expérimentales, on 
peut imaginer que ces gènes sont induits pour faire face à un stress oxydatif lié à la 
reprise du métabolisme, ou pour faire face aux molécules exsudées par les racines et qui 
peuvent être néfaste pour le champignon. 
On sait que le champignon produit des composés chitiniques (les LCO) qui vont 
avoir une incidence sur la colonisation du champignon (Maillet et al., 2011). De plus, il a 
été montré qu’en réponse aux GR24, le champignon va produire des oligomères de 
chitine de courtes chaines (CO), qui eux-mêmes provoquent un signal calcique dans les 
cellules de la racine, et ce, de manière DMI1 et DMI2 dépendante (Genre et al., 2013). 
Le cas de la chitine synthase identifiée est donc particulièrement intéressant, puisque 
cette protéine est spécifiquement induite en réponse aux stimuli de la plante. Elle est soit 
impliquée dans la croissance des hyphes et la forte ramification observée, soit dans la 
production de ces inducteurs fongiques, soit les deux. A la suite de l’identification de ce 
candidat, des travaux sont menés dans l’équipe, pour définir si cette protéine est 
impliquée dans la synthèse de molécules signalétiques (C. Bassa – communication 
personnelle). 
Pour l’aspect signalisation symbiotique, la question des récepteurs des 
strigolactones reste en suspens. En effet, un crible transcriptomique ne permet pas, à 
priori, d’identifier un récepteur (en général exprimé de manière constitutive).  
Dans ce travail, seul le GR24 a été testé, et ce, à une seule concentration (10-6M). 
Il serait pertinent de tester d’autres strigolactones sur la régulation génique d’une part et 
à des concentrations plus faibles d’autre part. En effet, le GR24 est une strigolactone de 
synthèse dénuée de décoration (voir Introduction Figure 5) et dont l’activité est moindre 
que celle d’autres strigolactones. Il serait donc pertinent de voir s’il existe une corrélation 
entre l’activité de ramification observée chez les espèces de Gigaspora et la régulation 
des gènes identifiés lors de ce travail, en réponse à des strigolactones naturelles et à 
différentes concentrations. 
III.3.b Respiration cellulaire 
La fumarate réductase a été précédemment identifiée comme spécifiquement 
transcrite durant la phase asymbiotique (Sędzielewska et al., 2012). Cette enzyme 
catalyse irréversiblement la réduction du fumarate en succinate, lors de la croissance 
anaérobie. Il en résulte l'hypothèse que la germination pourrait être réalisée par le 
champignon en métabolisme anaérobie, alternant vers une respiration aérobie à l'état  
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symbiotique. Le gène codant pour cette protéine est présent dans la version du génome 
sous l’identifiant protéique 348796. En contradiction avec l'hypothèse d'un métabolisme 
anaérobie lors de la germination, nos résultats montrent que ce gène est exprimé dans 
toutes les étapes du développement du champignon, y compris in planta (Tableau III.8). 
Les variations de niveau d'expression de ce gène, ainsi que d'une sulfide quinone oxydo-
réductase impliquée dans la respiration anaérobie (Theissen & Martin, 2008), restent 
faibles, avec une expression un peu plus faible dans les ERM et in planta (répression de 
deux fois environ). Dans une étude précédente (Formey et al., 2012), il a été déterminé 
que Rhizophagus irregularis possède une chaine de transfert d'électrons (chaine 
respiratoire) classique chez les champignons, comprenant également des voies 
alternatives (oxydases alternatives et NADH dehydrogénases alternatives). L'implication 
de voies alternatives de production d'énergie lors de la germination a été démontrée par 
approche pharmacologique chez G. rosea (Besserer et al., 2009). En effet, seul l'ajout 
conjoint d'inhibiteurs de la voie principale de la chaine d'électrons (cyanure de 
potassium) et d'oxydases alternatives (acide salicylhydroxamique A ou SHAM) entraine 
une diminution de l'aptitude à ramifier en réponse au GR24. Au final, nos résultats ne 
permettent pas de démontrer que certains stades du développement du champignon 
sont particulièrement contrôlés par une régulation de l'expression de gènes impliqués la 
respiration cellulaire. 
 III.3.c Régulation in planta 
Les résultats montrent que 2,8% des gènes sont surexprimés dans les tissus 
symbiotiques. Même si cette valeur se rapproche de ce qui avait été observé dans 
Tisserant et al. 2012, il est surprenant que si peu de gènes soient induits. Certains biais 
techniques peuvent en partie expliquer ce faible résultat : les ARN fongiques in planta 
sont dilués au sein d'une majorité d'ARN de l'hôte (>90%), ce qui affecte la sensibilité de 
l'approche RNAseq pour les gènes faiblement exprimés. Ainsi 254 gènes peu exprimés 
dans les ERM ne sont pas détectés dans les IRM, et on ne peut trancher si cette 
absence de donnée est liée à une dilution des ARN ou une absence totale d'expression 
in planta. 
La Figure III.3 montre les domaines protéiques les plus représentés. Ainsi, on peut 
voir que, lors de la colonisation de la plante, le champignon va transcrire un grand 
nombre de gènes codant pour des protéines potentiellement impliquées dans la 
manipulation des réactions de défense de la plante (protéines sécrétées), dans la 
protection contre des molécules de défense de la plante (Cytochrome P450, Glutathione-
S-transferase, et peptidases), dans les échanges de nutriments (présence de 
transporteurs déjà caractérisés tels que Mst2, d'un transporteur d’acides aminés), dans 
la signalisation cellulaire (domaines BTB/POZ impliqués dans les interactions protéine- 
124 
  
 
125 
  
protéine, protéines kinases). Enfin des chitines synthases sont également surexprimés 
pendant la phase de croissance dans les racines.  
III.3.d Peptides sécrétés 
Comme indiqué en figure III.4.b, de l'ordre de 10% des gènes annotés comme 
étant des peptides sécrétés ne sont exprimés à aucun moment. Plusieurs explications 
sont possibles : 
 Ces 37 gènes sont mal annotés et sont des pseudos gènes, ils ne peuvent 
donc pas être supportés par des donnés de séquençages d’ARN. 
 Ces gènes sont faiblement exprimés et la profondeur du séquençage n’a 
pas permis de les percevoir. C’est particulièrement possible pour les SP qui seraient 
exprimés spécifiquement dans les arbuscules : le total des ARNs fongiques représente 
entre 2,90 à 7,94% du total des ARN extraits, les ARN issus d’arbuscules sont encore 
plus dilués. 
 Ces gènes sont spécifiquement exprimés dans d’autres interactions. En 
effet seuls trois d’entre eux sont exprimés dans le Brachypode et/ou Lunulaire (342549 - 
19370 et 4455). 
 Ces gènes sont spécifiques d’étapes plus discrètes qui n’ont pas pu être 
testées dans ces expériences. Par exemple, il est possible que certains SP soient 
exprimés dans les hyphopodes spécifiquement. Afin de tester cette hypothèse, la 
microdissection laser suivie de qPCR, ou bien d’un séquençage d’ARN est envisageable. 
Le clustering des conditions testées (Figure III.4.a) montre bien que le profil 
d’expression des SP dans la plante et dans les ERM est spécifique de ces conditions. On 
peut expliquer la distinction entre les exsudats racinaires et le GR24 soit par un effet 
biologique (cocktail de molécules vs GR24) soit par un effet des conditions 
expérimentales (croissance du mycléium sur une membrane de cellophane vs essai en 
milieu liquide).  
En dehors des signaux dits symbiotiques (CO et LCO), le champignon produit des 
molécules qui vont être perçues par la plante et sont susceptibles d’induire les défenses 
de celle-ci (la chitine en est un exemple). On s’attend donc à ce que, lors de la phase 
précoce, les défenses de la plante soient induites par la présence du champignon. Il est 
donc intéressant de noter que la perception de signaux végétaux déclenche également la 
transcription de 19 gènes potentiellement impliqués dans la manipulation précoce des 
défenses de la plante. Sur ces 19 SP putatifs, 6 sont également induits dans les ERM 
(parmi les 60), qui sont aussi des structures de colonisation très efficaces de nouvelles 
racines (Plenchette et al., 1981). Parmi ces 73 SP putatifs, certains pourraient donc être 
impliqués dans les étapes précoces de la colonisation. Il serait particulièrement pertinent  
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de tester l’effet de ces protéines sur i) la colonisation précoce, soit en ajoutant ces 
protéines de manière exogène, soit en transformant les plantes de sorte à ce qu’elles les 
produisent elle-même ii) la régulation de gènes de défense de plante.  
Les 6 SP réprimés en réponse aux signaux de plantes peuvent s’expliquer par 
une spécialisation de la réponse (certains SP ne sont produits qu’en réponse à des 
espèces/genres de plantes spécifiques, qui sont discriminés grâces aux molécules 
exsudées). 
Enfin, 79 SP putatifs sont induits lorsque le champignon se développe dans les 
tissus de l’hôte. Discriminer les protéines sécrétée des effecteurs et comprendre leur(s) 
rôle(s) spécifique(s), leurs intéractant(s) et leur(s) cible(s) sera un travail de longue 
haleine. Afin de sélectionner les plus pertinents, un crible est de définir ceux induits quel 
que soit l’hôte (cf Chapitre IV), ou ceux qui sont conservés chez les autres 
Glomeromycota. En comparant avec l'assemblage de G. rosea par blastn réciproque (cf 
chapitre suivant), 7 SP putatifs sont induits, correspondant aux identifiant protéiques 
7716, 23049, 321933, 349450, 337599, 330295 et 89895 de R. irregularis. 
III.3.e Régulation des gènes impliqués dans la reproduction sexuée 
Lors de la réparation et de la recombinaison de l’ADN, des structures secondaires 
peuvent apparaitre, Slx code pour une endonucléase jouant un rôle dans la résolution de 
telles structures. De plus, cette protéine participe au maintien de l’ADN ribosomal (Mullen 
et al., 2001; Fricke & Brill, 2003). Ce gène n’est donc pas spécifique de la méiose, c’est 
pourquoi sa forte induction dans les tissus de plante n’est pas automatiquement liée à du 
mating. Smc3 est impliqué dans le cycle cellulaire et la réparation de l’ADN (Michaelis et 
al., 1997) et top2 joue un rôle dans la ségrégation des chromosomes frères lors de la 
méiose, mais aussi de la mitose (Gasser et al., 1992).  
En revanche Mnd1 est un gène spécifique de la méiose (Tsubouchi & Roeder, 
2002; Gerton & DeRisi, 2002; Zierhut et al., 2004), tout comme Msh4 (Ross-Macdonald & 
Roeder, 1994; Pochart et al., 1997). Cependant, leurs expressions sont opposées 
(Tableau III.4.a) et il est difficile de conclure sur ce point.  
Pour ce qui est de la régulation des gènes impliqués dans la cascade de 
signalisation de réponse aux phéromones, on pouvait facilement s’attendre à une 
absence de régulation transcriptomique, étant donné que la régulation passe 
majoritairement par la phosphorylation. 
 Concernant les gènes MATA-HMG, il faut d’abord noter que l’expansion de 
leur nombre dans le génome de R. irregularis est une exception chez les champignons. 
Ensuite, le motif d’expression contrasté de ces gènes (certains induits en réponse aux 
stimuli de plante, d’autres réprimés ; induit dans les IRM ; induits dans les ERM) ne  
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permet pas de conclure qu’ils soient spécifiques d’une phase où la reproduction sexuée 
pourrait prendre place. Comme je l’ai suggéré dans le chapitre III, ces gènes auraient pu 
être détournés de leur rôle initial et utilisés comme facteurs de transcription, ce qui 
expliquerait leur importante diversification et le motif d’expression de ces gènes. 
III.3.f Le métabolisme lipidique 
Comme cela a été discuté dans le chapitre précédent (paragraphe II.4.d), 
l’absence de FAS fongique suggère que les CMA obtiennent le palmitate (C :16, produit 
direct de la FAS) de la plante hôte. L’observation de nombreux plastes autour des 
arbuscules, site de synthèse lipidique chez les plantes, renforce cette hypothèse. Si la 
démonstration biochimique reste à faire pour démontrer formellement ce point, les 
données obtenues dans ce chapitre soutiennent également l'hypothèse de Wewer et co-
auteurs définies à partir des données de Tisserant et al. (2012). Comme attendu, les 
gènes impliqués dans l’élongation des chaines carbonées et leur désaturation sont 
fortement induits dans les IRM (3 élongases et 4 désaturases), permettant de former les 
divers acides gras fongiques. Les acides gras sont ensuite transportés depuis les IRM 
vers les ERM sous forme de vésicules lipidiques (Bago et al., 2002), où ils vont pouvoir 
servir de source d’énergie. Ainsi, les gènes impliqués dans l’oxydation des lipides sont 
en grande majorité induits dans les ERM. On remarque que 2 gènes codant pour des 
Long-chain acyl-CoA synthetase ont des expressions opposées, une fortement induite 
dans les IRM et l’autre induite dans les ERM. Cette protéine est impliquée dans la beta 
oxydation des lipides dans le peroxysome (Fulda et al., 2002). L’expression importante 
du gène codant pour la protéine 319517 peut s’expliquer par le fait que le développement 
des arbuscules requiert une forte prolifération des membranes plasmiques fongique et 
végétale (Gaude et al., 2012). Elle pourrait donc jouer un rôle dans le turn over des 
lipides pour la formation des arbuscules. 
III.3.g Métabolismes de l’azote et du phosphore 
 Les métabolismes de ces deux minéraux ont largement été explorés du fait de 
leur rôle dans cette symbiose et leur utilité en recherche appliquée. Les figures III.6 et 
III .7 reprennent les métabolismes de l’azote et du phosphate dans la symbiose, en 
mettant à jour l’expression des gènes dans les IRM et ERM. 
Le fait que des transporteurs (notamment d’acides aminés et de phosphate) et 
des phosphatases alkalines, ne soient pas différentiellement exprimés dans les 
différentes conditions pourrait s’expliquer par le fait que les racines de la plante évoluent 
dans un substrat stérile, arrosé par un milieu liquide, dont le phosphore est sous forme 
inorganique, alors que les ERM ont été cultivés dans un milieu liquide synthétique. On 
peut s’attendre à ce qu’en conditions naturelles (avec un substrat riche et complexe 
habité par des milliers d’espèces fongiques, bactériennes etc) ces gènes pourraient  
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s’exprimer, en fonction des différentes sources de nutriments disponibles. Il serait 
intéressant de voir si les gènes impliqués dans la collecte de nutriments sont exprimés 
selon le type de sol. 
III.4 Perspectives 
Ce travail s’est focalisé sur la transcription des gènes fongiques dans les différentes 
phases de développement. Les peptides sécrétés, les gènes liés à la reproduction 
sexuée, les gènes impliqués dans le métabolisme des lipides, de l’azote et du phosphate 
ont été spécifiquement étudiés. La germination autonome (germination contrôle au temps 
1h, 2 jours, 7 jours et 14 jours) fera l’objet d’une étude détaillée ultérieurement. Il serait 
aussi pertinent d’exploiter en miroir les données de séquençage sur la plante (soit 95% 
des lectures en moyenne – Chapitre I).  
Les stades qui n’ont pas été étudiés sont la formation d’hyphopodes, d’arbuscules (les 
ARNm provenant de ces derniers étant dilués) et enfin la formation de spores, étape qui 
complète le cycle de vie du champignon et permet la sauvegarde et la dissémination du 
champignon (surtout quand on imagine un sanglier déplaçant des carrés de terre, 
emportant des spores d’un point A à un point B).  
Concernant la réalisation du cycle de vie des CMA, il a été montré que la formation de 
spores était moins importante en présence de racine (St-Arnaud et al., 1996 - obervation 
personnelle sur des centaines de boites: les spores du champignon se développent 
préférentiellement dans des zones peu colonisées par les racines de plantes). Il est 
possible que ces champignons aient mis en place un système de régulation de la 
formation des spores, de sorte qu’elles soient formées le plus loin possible des racines, 
afin d’étendre le réseau de plantes colonisées. La régulation pourrait passer par la 
perception des signaux de plantes, inhibant la formation des spores. Les strigolactones 
pourraient par exemple jouer ce rôle. Il serait intéressant de vérifier cette hypothèse, par 
exemple en utilisant des boites triples compartiments (1 pour la culture mixte et 2 pour 
les ERM) dont un des compartiments fongiques serait traité avec des exsudats racinaires 
ou des strigolactones, puis de comparer le nombre de spores formées dans un premier 
temps, puis s’intéresser à la régulation des gènes du développement dans les deux 
configurations. 
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Chapitre IV : Analyse comparative des programmes génétiques de 
Rhizophagus irregularis exprimés dans différents hôtes 
Avant-propos 
Ce chapitre porte sur la comparaison des programmes génétiques mis en place par 
Rhizophagus irregularis lors de l'invasion de différents hôtes : une hépatique, organisme 
ne possédant pas de racine, une graminée et une légumineuse. Ces différents végétaux 
ont été cultivés en présence du champignon (voir Chapitre I). Nous avons ensuite 
regardé si nos résultats étaient extrapolables sur un autre champignon MA : Gigaspora 
rosea. Ce travail a été réalisé en collaboration d'une part avec le Dr. Pierre-Marc Delaux 
(post-doctorant au laboratoire du Dr Jean-Michel Ané, université du Wisconsin, Madison) 
et j’ai d’ailleurs effectué une partie du travail (validation par qPCR) à Madison, pendant le 
mois d’Août 2013, d'autre part avec Mr Nianwu Tang, doctorant de l'université de 
Huazhong (Chine) qui a réalisé 18 mois de travaux au LRSV sur la transcriptomique de 
G. rosea. 
Pour ce projet, j’ai pu obtenir, lors de ma thèse, différentes plantes mycotrophes comme 
Marchantia paleaceae, une hépatique, reçue du Dr. S. Takio (Japon), utilisée lors de 
l’étude et dont la culture en association avec R. irregularis a d’abord due être mise au 
point. J’ai également pu récupérer Anthoceros punctatus, une anthocérote envoyée par 
le Dr. JC. Meeks, et Pteris vittata, une fougère fournie par le Dr. Ma de Floride. Toutes 
ces plantes resteront disponibles pour d’éventuelles études ultérieures. 
La rédaction est présentée sous forme de manuscrit à soumettre. 
IV.1 Résumé de l’article 
-Les transcriptomes de R. irregularis DAOM197198 en association avec M. truncatula 
(dicot) et B. distachyon (monocot) ont été comparés. Plus des 2/3 des gènes 
surexprimés (seuil 5x, FDR<0,05) dans les deux plantes sont communs. Le 1/3 restant 
est constitué de gènes non statistiquement validés ou dont le seuil de surexpression est 
compris en 2 et 5. Au final le patron d'expression des gènes fongiques est très similaire 
lors des deux interactions.  
-Cette conservation des patrons d'expression diffère de ce qui a été observé pour le 
champignon symbiotique Piriformospora indica montrant une faible conservation des 
patrons d'expression des gènes fongiques lors de l'association avec Arabidopsis 
thaliana (dicot) et Hordeum vulgare (monocot). Ces résultats suggèrent que l’association 
ancestrale R. irregularis-angiosperme est évolutivement stabilisée. 
-En complément, le transcriptome de R. irregularis en association avec la plante basale 
Lunularia cruciata (hépatique) a été généré et comparé aux résultats précédant : 262 
gènes sont fortement surexprimés dans les trois hôtes (seuil 5x, FDR<0,05). Ce jeu de 
gènes constituerait le kit universel d’invasion du champignon, dans lequel de nombreux 
peptides secrétés sont présents.  
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-Une analyse d'expression ciblée sur des représentants de ces gènes conservés a été 
réalisée sur divers représentants de la lignée verte. Trois plantes supplémentaires ont 
été cultivées en association avec R. irregularis : une dicotylédone (Pisum sativum – 
Fabaceae) une monocotylédone (Zea mays ssp. Parviglumis), et une autre hépatique 
(Marchantia paleaceae). Les gènes ont été retrouvés surexprimés dans les six 
interactions.  
-En comparant ce jeu de gènes avec les transcriptomes de Gigaspora rosea en 
association avec M. truncatula et B. distachyon, plusieurs gènes conservés chez les 
deux espèces de CMA ont été identifiés, renforçant leur statut de gènes clés de la 
symbiose MA. 
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Supplementary data  
 
Table S1: List of the 529 R. irregularis up-regulated genes in Medicago truncatula (fold 
change>5, FDR<0.05 and experimental difference>10 and <-10). 
Table S2: List of the 486 R.irregularis up-regulated genes in Brachypodium distachyon 
(fold change>5, FDR<0.05 and experimental difference>10 and <-10). 
Table S3: List of the R. irregularis up-regulated genes in M. truncatula and/or B. 
distachyon. Red color indicates when the fold change is >5, and statistically robust  
(FDR<0.05 and experimental difference>10 and <-10 in both hosts). Pink indicates when 
fold change is >2 but <5 and statistically robust. Grey shows the values that are under 
the threshold (FDR>0.05 and experimental difference comprised between 10 and -10). 
Table S4: List of the 523 R. irregularis up-regulated genes in Lunularia cruciata (fold 
change>5, FDR<0.05 and experimental difference>10 and <-10).  
Table S5: list of the R. irregularis up-regulated genes in Medicago truncatula and/or 
Brachypodium distachyon and/or Lunularia cruciata (fold change>5, FDR<0.05 and 
experimental difference>10 and <-10 in all hosts). Red color indicates when the fold 
change is >5, and statistically robust (FDR<0.05 and experimental difference>10 and <-
10 in both hosts). Pink indicates when fold change is >2 but <5 and statistically robust. 
Blue indicates when fold change is <-5 and statistically robust. Grey shows the values 
that are under the threshold (FDR>0.05 and experimental difference comprised between 
10 and -10). 
Table S6: list of the 1891 G. rosea up-regulated genes in Medicago truncatula (fold 
change>5, FDR<0.05 and experimental difference>10 and <-10). 
Table S7: list of the 1566 G. rosea up-regulated genes in B. distachyon (fold change>5, 
FDR<0.05 and experimental difference>10 and <-10). 
Table S8: list of the 802 G. rosea up-regulated genes in M. truncatula and B. distachyon 
(fold change>5, FDR<0.05 and experimental difference>10 and <-10 in both hosts). 
Table S10: list of the 57 orthologs of R. irregularis among the 802 genes of G. rosea up-
regulated in M. truncatula and B. distachyon.  
Table S10: list of the 13 orthologs of G. rosea among the 93 genes of R. irregularis up-
regulated in M. truncatula and B. distachyon.  
Table S11: list of the 54 orthologs of G. rosea among the 262 genes of R. irregularis up-
regulated in the three hosts. 
TableS12: list of the primer used in this work. The primers used for the gene reference 
TEF are published in Kloppholz et al., (2011). 
Table S13: G. rosea materials used in the RNA extraction, and library construction. All 
samples except sample MIX, were prepared in biological triplicate. For the samples Root 
exudates control, Root exudate and SYM+BD, each triplicate was sequenced twice, 
using Hiseq2000 and Miseq1000. 
Table S14: statistics of Gigaspora rosea transcriptome. 
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Text S1: Non shared genes are not host specific genes (comment about 
shared/non shared genes in Figure 1C). 
Among the 174 genes only found overexpressed in Medicago with FC>5 and FDR<0.05, 
23 were overexpressed in Brachypodium but lesser than 5 fold (FC>2, FDR<0.05) and 
131 were overexpressed at least more than 2 fold but not statistically validated 
(FDR>0.05). The 20 genes remaining are not differentially expressed in Brachypodium.  
Among the 131 only found overexpressed in Brachypodium with FC>5 and FDR<0.05, 
20 are overexpressed in Medicago but lesser than 5 fold (FC>2, FDR<0.05) and 91 are 
overexpressed at least more than 2 fold but not statistically robust (FDR>0.05). The 20 
genes remaining are not differentially expressed in Medicago. When using a 2 fold 
threshold and FDR<0.05, 95% of overexpressed genes are shared in the two conditions. 
As a consequence, non-shared genes are mostly non experimentally validated genes 
due to triplicate variations and fungal RNA dilution in host tissues. 
 
Text S2: Gigaspora rosea gene assembly 
We firstly did a de novo assembly for all 230 084 705 cleaned reads (21 630 065 filtered 
symbiotic reads plus 208 454 640 trimmed nonsymbiotic reads, see the material and 
method) and obtained 97 463 contigs with an average of 611bp and more than 90% of 
these reads could be mapped back to the assembly. To discard possible contaminant 
sequence relics, we compared these 97463 contigs with NCBI nr/nt DNA database and 
removed 11131 sequences showing high similarity (blastn, e value cut-off at E-50) to 
those from other organisms than G. rosea. The remaining 86 332 contigs constituting 
the first transcriptome of G. rosea (GiroV1), were considered as the nonredundant virtual 
transcripts (NRVTs) that will be used for the further annotation and gene expression 
analysis. The G. rosea transcriptome GiroV1 is approximately 55.5M in size, with an 
average trancript length of 643 bp and 33% of GC content (table S14). The accuracy of 
this refined assembly was demonstrated by the blastn result that 332 of 428 published 
G. rosea ESTs (downloaded from NCBI EST database using gigaspora rosea as the key 
word) could be found in this pool of NRVTs (e value cutoff at e-20, identity>85%). Nearly 
all (235 of 248) Core Eukaryotic Genes (CEGs) were found to be present in the current 
transcriptome (tblastn, e value cut-off at E-10), suggesting it covers most of the real 
transcriptome of G. rosea. 
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IV.3 Conclusions et perspectives 
 A travers cette étude, nous avons pu montrer qu’un set de 262 gènes de R. 
irregularis est fortement exprimé dans les tissus symbiotiques de différents hôtes 
phylogénétiquement très éloignés. Il doit être souligné que ce chiffre représente une 
sous-estimation du nombre de gènes communs. En effet, l'effet seuil (>5x, >10x) élimine 
de la liste des gènes communs surexprimés, mais dans une moindre mesure. L'autre 
effet est inhérent à la variabilité des triplicats qui élimine des candidats non 
statistiquement robustes dans une des conditions. Malgré tout, ces résultats suggèrent 
que la symbiose entre R. irregularis et les différentes hôtes s'est stabilisée au cours de 
l'évolution. Il sera cependant nécessaire d’examiner plus en détail la régulation des 
gènes : en effet, cette étude ne s’est intéressée qu’aux gènes induits dans les différents 
hôtes en comparaison avec leur expression dans les ERM. Parmi ces gènes, certains 
sont plus fortement exprimés dans un hôte que dans un autre (> 100x vs >5x) : il est 
possible que l’adaptation à un hôte tiennent autant à l’expression quantitative (niveau de 
transcription) que qualitative du répertoire de gènes. 
Ce travail a également permis de cribler des candidats robustes pour l’étude de la 
symbiose mycorhizienne. Grâce aux approches d’expression dans des systèmes 
hétérologues (pathogènes ou symbiotiques) et au HIGS notamment, caractériser ces 
gènes au niveau fonctionnel devrait permettre d’accélérer la recherche fondamentale 
sur le fonctionnement de la symbiose. 
Concernant l’aspect comparatif avec G. rosea, ce travail est le premier à proposer un 
assemblage et des données transcriptomiques pour une autre espèce de CMA que R. 
irregularis DAOM197198. L’assemblage est cependant encore très fragmenté (N50 : 
948), ceci explique pourquoi si peu d’orthologues ont été identifiés. Un séquençage 
génomique améliorerait grandement la qualité de cet assemblage et permettrait une 
meilleure identification des orthologues, et des gènes ancestraux liés à la colonisation 
des plantes. 
Pour finir, la symbiose mycorhizienne est un caractère ancestral des plantes (Remy et 
al., 1994; Redecker et al., 2000; Delaux et al., 2014) et concerne à l’heure actuelle 80% 
des plantes terrestres. De fait, le caractère non-mycotrophe observé chez certaines 
espèces est dû à une perte de capacité à entrer en symbiose avec les champignons et 
concerne notamment les Amaranthaceae, les Chenopodiaceae, les Carophyllaceae et 
les Brassicaceae. Ce caractère non-mycotrophe s’accompagne de la perte d’une 
centaine de gènes, dont PT4, impliqué dans le transfert de phosphate (Delaux et al., 
2014). Cependant, plusieurs exemples dans la littérature montrent des cas où les CMA 
colonisent des plantes considérées comme non-mycotrophes, en particulier lorsque 
celle-ci sont à proximité d’espèces mycotrophes colonisées (Hirrel et al., 1978; Miller et 
al., 1983; Veiga et al., 2013). Cependant, si le champignon est présent dans les racines, 
il apparait principalement sous la forme d’hyphes ou de vésicules, et non d’arbuscules –  
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le site majeur d’échange de nutriments (Hildebrandt et al., 2001; Lekberg et al., 2014). 
Un travail récent suggère que du carbone pourrait être transféré de la plante non-hôte 
au champignon mais le type de transfert (actif ou indirect) reste inconnu (Lekberg et al., 
2014). Grâce à la publication du génome, on sait que R. irregularis ne possède pas 
d’enzymes capables de dégrader les parois des cellules végétales, ce qui suggère que 
le développement dans la racine et dans les cellules corticales se fait grâce à la plante, 
en particulier l’entrée par la formation du pre-penetration apparatus. Dès lors, comment 
les CMA peuvent-ils coloniser des plantes non-hôtes, qui ont, de surcroit, perdu les 
gènes liés à la symbiose ? En dehors du carbone résiduel transféré de la plante au 
champignon, on peut aussi se demander si le champignon fourni des nutriments? Nos 
résultats montrent que la colonisation d’hôtes, quels qu’ils soient, s’accompagne de 
l’induction de nombreux transporteurs, il serait intéressant de tester si ces gènes sont 
également exprimés dans la configuration CMA-plante non-hôte. Il en va de même avec 
les SP/SSP : ces gènes sont-ils exprimés de manière équivalente, y-a-t-il des gènes 
spécifiquement transcrits dans ces associations ? Des études complémentaires, utilisant 
des plantes non-hôtes et des approches transcriptomiques sont donc nécessaires pour 
répondre à ces questions. 
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Chapitre V : La transcriptomique, un outil pour identifier de nouveaux 
signaux symbiotiques 
Avant-propos 
Les travaux présentés ci-après ont été réalisés en collaboration avec Jérôme Laparre 
dans le cadre de ses travaux de thèse de doctorat de biochimie portant sur l' "Elaboration 
d'une stratégie analytique pour l'identification de métabolites clés impliqués dans la 
symbiose mycorhizienne entre Rhizophagus irregularis-Medicago truncatula" (co-Dir. Pr 
G Bécard, Pr JC Portais, encadrement scientifique Dr V. Puech). Son travail portait sur 
l’identification biochimique de molécules potentiellement régulatrices de la symbiose MA 
en comparant le métabolome global de racines de Medicago truncatula mycorhizées à 
celui de racines non mycorhizées. L'objectif qui m'a été proposé en couplant analyse 
biochimique et expression génique était de caractériser l'effet de molécules candidates 
en utilisant comme biotest la réponse transcriptomique. Ainsi j'ai analysé l'expression de 
gènes fongiques sur des spores de R. irregularis en germination après ajout de 
molécules séparées et caractérisées en HPLC-MS-MS par J. Laparre. Ce projet a été 
réalisé durant ma première année de thèse, ce qui explique que l'assemblage MiraV2 ait 
été utilisé comme support à l'analyse transcriptomique.  
V.1 Le vaste monde de la signalisation cellulaire entre le champignon MA et son 
hôte 
Comme décrit en introduction du manuscrit, plusieurs molécules d’origine végétale ou 
fongique ont été identifiées comme étant impliquées ou potentiellement impliquées dans 
l’établissement de la symbiose mycorhizienne à arbuscules : strigolactones exsudées 
par les racines des plantes et perçues par les CMA, chitooligosaccharides émis par les 
CMA. Perception ou émission de signaux moléculaires s'accompagnent de 
modifications d'activités métaboliques chez les champignons : augmentation de la 
respiration cellulaire (Besserer et al., 2006), de l’expression plusieurs gènes du 
catabolisme lipidique et de chitine synthases en réponse aux strigolactone (cf chapitre 
III). Mais l'établissement de la symbiose mycorhizienne ne se limite pas à l'échange de 
deux signaux moléculaires : comme l'ont souligné Nadal & Paszkowski (2013), le 
dialogue moléculaire entre CMA et plante est une polyphonie. De nombreuses 
publications soulignent que les flavonoïdes ont un effet stimulateur de la croissance des 
hyphes de CMA (Steinkellner et al., 2007), bien que l'importance de ces composés dans 
l'établissement de la symbiose soient remise en cause par l'efficacité de mycorhization 
observée sur des mutants déficients dans la synthèse de flavonoïdes (Becard et al., 
1995). Les acides dodécanoïque et tetradécanoïque activent également la ramification 
des hyphes des CMA, cependant, leur implication précise dans la symbiose reste sujette  
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à exploration (Nagahashi & Douds, 2011). Il a également été proposé que les 
monomères de cutine jouent un rôle prépondérant dans la formation des hyphopodes 
(Wang et al., 2012). Enfin, la lyso-phosphatidyl choline serait un signal tardif de la 
symbiose dont le rôle exact reste encore à démontrer (Drissner et al., 2007b). 
L’identification de nouveaux signaux cellulaires contrôlant l’interaction entre les deux 
partenaires permettrait de mieux étudier les stratégies mises en place pour former la 
symbiose. Une stratégie efficace serait la génétique directe, permettant de cribler des 
mutants non symbiotiques. Cependant, cette stratégie est i) lourde et coûteuse à mettre 
en place, ii) ne peut être appliquée au partenaire fongique (aucun protocole de 
mutagénèse à ce jour) et iii) inefficace pour identifier des gènes vitaux (mutants létaux). 
Par ailleurs, les protocoles pour déterminer le taux de mycorhization étant fastidieux, le 
criblage de phénotypes mycorhiziens quantitatifs ("+/- mycorhizé") est difficilement 
envisageable, et seuls les phénotypes de "tout ou rien" sont recherchés. 
Pour ces raisons nous avons tenté de développer un crible transcriptomique, basé sur la 
recherche de gènes induits en réponse à des composés extraits de racines de Medicago 
truncatula mycorhizées. En partant du postulat que les gènes fongiques sont en partie 
régulés par des molécules de signalisation produites spécifiquement dans les tissus 
symbiotiques, la stratégie fut 1) de séparer, d'identifier des molécules spécifiques de 
l'état symbiotique et de les quantifier par des approches de biochimie analytique (HPLC-
spectromètre de masse), 2) de caractériser des gènes fongiques différentiellement 
exprimés à l'état symbiotique (gènes fongiques marqueurs) pour 3) tester l’activité des 
molécules candidates sur l'expression des gènes fongiques marqueurs lors de la 
germination du champignon (analyse par qPCR sur puce 96x96 BiomarkII®). 
V.2 Présentation des travaux  
 V.2.a Résumé de l'article 
-Des racines de Medicago truncatula ont été cultivées in vitro en présence ou non du 
champignon mycorhizien à arbuscules R. irregularis, avant analyse du métabolome par 
extraction des composés au méthanol puis séparation en 10 fractions par UHPLC–HR–
MS. L'analyse statistique multivariée a permis d'identifier 71 métabolites dont 
l'abondance varie d’au moins 10 fois au cours de l’interaction. 
-A partir des données d'expression récemment publiées (Tisserant et al., 2012), 96 
gènes marqueurs ont été sélectionnés pour tester l’activité inductrice des fractions sur le 
métabolisme fongique. Le choix des gènes a été fait en fonction de l’expression 
(fortement régulés à l'état symbiotique) et/ou de la fonction putative (implication dans la 
croissance, le métabolisme primaire). 
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-Les dix fractions ont été testées sur des spores de R. irregularis pré-germées durant 2 
jours, et l'expression de 96 gènes marqueurs sélectionnés a été mesurée par qPCR 
(BiomarkII ®, Fluidigm) 24h et 7 jours après traitement.  
-Sur les 96 gènes, 21 ont montré une variation d'expression en réponse à au moins une 
fraction. La Fraction 1 a retenu notre attention car 3 gènes fongiques suivaient le sens de 
régulation observé in planta. La fraction F2’ issue d’une séparation de la fraction 1, a 
montré une activité similaire. 
-La propionyl-carnitine et la butyryl-carnitine ont été identifiées dans cette sous-fraction et 
testées pures sur les spores en germination. La propionyl-carnitine régule 3 gènes de 
manière similaire à la régulation mise en place par le champignon lors de la symbiose et 
la butyryl-carnitine en régule également 3 (dont 1 en commun avec la première 
molécule). 
Pour conclure, ces résultats suggèrent que propionyl et butyryl carnitines jouent un rôle 
de molécules signalétiques ou de métabolites durant la symbiose MA.  
 V.2.b Contribution à la publication 
 L'ensemble de la partie transcriptomique a été réalisée par mes soins : sélection 
des 96 gènes marqueurs sur la base de leur expression différentielle dans les tissus 
symbiotiques et/ou de leurs fonctions putatives à partir des données d'expression 
génique publiées dans Tisserant et al. (2012), mises à jour avec les données RNAseq ; 
mise au point des tests d’activité sur R. irregularis ; validation des amorces et qPCR sur 
96 gènes fongiques, après induction avec les différentes fractions et sous fractions 
isolées. 
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V.3 Publication : Le couplage des analyses métabolomique et d'expression de 
gènes montre que propionyl- et butyryl- carnitines sont impliquées dans les 
stades tardifs de la symbiose mycorhizienne à arbuscules 
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Combining Metabolomics and Gene Expression 
Analysis Reveals that Propionyl- and Butyryl-
Carnitines Are Involved in Late Stages of 
Arbuscular Mycorrhizal Symbiosis
Jérôme Laparrea–e,2, Mathilde Malbreila,b,2, Fabien Letissec,d,e, Jean Charles Portaisc,d,e, Christophe Rouxa,b, 
Guillaume Bécarda,b,1, and Virginie Puech-Pagèsa,b
a Université de Toulouse, UPS, UMR 5546, Laboratoire de Recherche en Sciences Végétales, BP 42617, F-31326, Castanet-Tolosan, France
b CNRS, UMR 5546, BP 42617, F-31326, Castanet-Tolosan, France
c Université de Toulouse, INSA, UPS, INP, LISBP, Toulouse, France
d INRA, UMR792, Ingénierie des Systèmes Biologiques et des Procédés, Toulouse, France, CNRS, INRA, Toulouse, France
e CNRS, UMR5504, Toulouse, France
ABSTRACT The arbuscular mycorrhizal (AM) symbiosis is a widespread mutualistic association between soil fungi 
(Glomeromycota) and the roots of most plant species. AM fungi are obligate biotrophs whose development is partially 
under the control of their plant host. We explored the possibility to combine metabolomic and transcriptomic approaches 
to find putative mycorrhiza-associated metabolites regulating AM fungal development. Methanol extracts of Medicago 
truncatula roots colonized or not with the AM fungus Rhizophagus irregularis were analyzed and compared by ultra-
high-performance liquid chromatography (UHPLC), high-resolution mass spectrometry (Q-TOF), and multivariate statisti-
cal discrimination. We detected 71 mycorrhiza-associated analytes exclusively present or at least 10-fold more abundant 
in mycorrhizal roots. To identify among these analytes those that could regulate AM fungal development, we fraction-
ated by preparative and semi-preparative HPLC the mycorrhizal and non-mycorrhizal root extracts and established how 
the 71 analytes were distributed among the fractions. Then we tested the activity of the fractions on germinating spores 
of R. irregularis by quantifying the expression of 96 genes known for their diverse in planta expression patterns. These 
investigations reveal that propionyl- and butyryl-carnitines accumulated in mycorrhizal roots. The results suggest that 
these two molecules regulate fungal gene expression in planta and represent interesting candidates for further biologi-
cal characterization.
Key words: metabolomics; AM fungi; symbiosis; plant metabolites; carnitines; transcriptomic screening.
InTROdUCTIOn
In natural conditions, most plants live symbiotically with soil 
fungi called arbuscular mycorrhizal (AM) fungi. During the 
first step of the establishment of AM symbiosis and prior to 
any root-fungus contact, the two partners exchange molecu-
lar signals in soil. Host roots exude active molecules, among 
them strigolactones, stimulating AM fungal metabolism such 
as respiration and ATP synthesis (Besserer et al., 2006, 2008), 
H+-ATPase pumping and phosphate transport (Lei et al., 1991; 
Jolicoeur et al., 1998; Ayling et al., 2000; Pumplin et al., 2012), 
lipid catabolism (Pfeffer et  al., 1999), and gene transcrip-
tion (Tamasloukht et al., 2003; Besserer et al., 2008; Bücking 
et al., 2008; Sedzielewska et al., 2012). As a result, important 
AM fungal cellular activities are activated: mitochondrial 
biogenesis, nuclear division, spore germination, and hyphal 
branching (Giovannetti et al., 1993a, 1993b; Buée et al., 2000; 
Akiyama et al., 2005; Besserer et al., 2006, 2008). Reciprocally, 
AM fungi produce diffusible signals, including lipochitooligo-
saccharides (Myc-LCOs) and chitooligosaccharides (Myc-COs), 
which trigger various responses in host roots at the molecular, 
cellular, and developmental levels (Bonfante and Requena, 
2011; Maillet et  al., 2011). For example, calcium spiking 
(Kosuta et al., 2008; Chabaud et al., 2011; Genre et al., 2013), 
1 To whom correspondence should be addressed. E-mail becard@lrsv.ups-
tlse.fr, tel. 33 5 34 32 38 20, fax 33 5 34 32 38 02.
2 These authors contributed equally to this work.
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new gene expression (Kosuta et al., 2003; Gutjahr et al., 2008; 
Maillet et al., 2011; Czaja et al., 2012), modification of car-
bon metabolism (Gutjahr et  al., 2009), and root branching 
(Oláh et al., 2005; Maillet et al., 2011) have been observed 
in response to AM fungal exudates or to Myc-LCOs and COs.
When the two symbiotic partners get into contact, other 
molecular signals are likely to be involved (Breuninger and 
Requena, 2004). For example, the formation of hyphopo-
dia is observed only when the fungus has recognized a root 
epidermal cell of a mycotrophic (host) root (Nagahashi and 
Douds, 1997) and it is inhibited by high phosphate concen-
trations through some shoot systemic signal (Breuillin et al., 
2010; Balzergue et al., 2011). It has been shown recently that 
cutin monomers such as C16 aliphatic fatty acids participate 
as plant signals to promote hyphopodia formation (Wang 
et al., 2012). From the hyphopodium, a growing hypha pene-
trates the root through the underlying epidermal cell, where 
a pre-penetration apparatus (PPA) has been formed (Genre 
et al., 2008). One can hypothesize that this strong cytoplasmic 
reorganization of the epidermal cell is triggered by fungal 
signals.
Additional molecular signals intervene at later stages of 
the AM interaction. Plant hormones play important roles in 
the establishment of a functional AM symbiosis (Shaul-Keinan 
et al., 2002; Foo et al., 2013). Lysophosphatidylcholine (LPC) 
has been found in greater quantities in mycorrhizal roots. 
It induces the expression of the genes StPT3/StPT4 of Solanum 
tuberosum and LePT4 of S. lycopersicum which encode sym-
biosis-specific phosphate transporters (Drissner et  al., 2007; 
Bucher et al., 2009). It has been hypothesized that the capac-
ity of the fungus to synthesize palmitic acid, the precursor of 
all fatty acids, occurs only in its intraradical mycelium (Pfeffer 
et al., 1999; Trépanier et al., 2005). The fact that fatty acid 
synthesis are active in the fungus only when growing in the 
root apoplast suggests that this fundamental metabolic func-
tion is, to some extent, under the control of the host plant. 
The plant signals that may be involved to regulate this func-
tion in the fungus are not known, but their elucidation alone 
could explain much of the mandatory biotrophic nature of 
AM fungi.
An unbiased way to characterize novel regulatory factors 
of plant or fungal origin essential for the late stage of the AM 
symbiosis could be (1) to identify mycorrhiza-specific metabo-
lites, namely metabolites overaccumulated or newly synthe-
sized in colonized roots, and (2) to screen among them those 
with a capacity to modify gene expression in either partner. 
Schliemann et al. (2008) have published the first metabolite 
profiles of Medicago truncatula transformed roots colo-
nized or not with Rhizophagus irregularis (formerly called 
Glomus intraradices), and grown under different phosphate 
conditions. Eighty-one polar and 74 non-polar metabolites 
were analyzed by GC–TOF–MS. The relative abundance of 
these metabolites in the different conditions was quanti-
fied. In colonized roots, overaccumulation of certain amino 
acids (Glu, Asp, Asn), fatty acids (palmitic and oleic acids), 
apocarotenoids (cyclohexenone and mycorradicin deriva-
tives), and isoflavonoids (daidzein, ononin, and malonylo-
nonin) were observed. A  similar work has been performed 
with mycorrhizal and non-mycorrhizal Lotus japonicus, but 
this time through an analysis of shoot tissues (Fester et al., 
2011). The results suggest a negative systemic impact of AM 
colonization on central catabolic metabolism as well as on 
amino acid metabolism. The objective of these pioneer stud-
ies was neither the screening of metabolites in trace concen-
tration, nor the characterization of new symbiotic signals.
In the present study, we performed high-resolution, non-
targeted, metabolomic profiling of roots of M.  truncatula, 
colonized or not with R. irregularis, and focused the inves-
tigation on secondary metabolites including those in trace 
concentration. We coupled ultra-high-performance liquid 
chromatography (UHPLC) and high-resolution (HR) mass 
spectrometry (Q-TOF) to multivariate statistical analyses, and 
we established a list of mycorrhiza-associated analytes. In an 
attempt to identify new symbiotic signals, we fractionated 
the mycorrhizal and non-mycorrhizal root extracts and tested 
their activity on fungal gene expression as a screen for select-
ing fractions containing active molecules.
RESULTS
Metabolite Profiling
The metabolome content of mycorrhizal and non-mycorrhi-
zal hairy roots of M. truncatula was analyzed by UHPLC–HR–
MS. Metabolites were extracted with methanol, separated on 
a C18 column, and analyzed by MS in the positive mode. The 
chromatograms obtained for mycorrhizal and non-mycorrhi-
zal root extracts were also closely similar. Only four major 
peaks found in the chromatograms of mycorrhizal roots were 
absent or negligible in extracts from non-mycorrhizal roots 
(Figure 1A).
UHPLC–HR–MS data were further processed with 
MarkerLynxTM Software (Waters, Manchester, UK) to com-
pare the ions found in mycorrhizal and non-mycorrhizal root 
extracts. Principal component analysis (PCA) revealed two 
groups of ions differentially accumulated in the two types of 
root samples, confirming that the UHPLC–HR–MS technology 
coupled with multivariate statistics can provide much more 
information than mere chromatography (Figure 1B).
An Orthogonal Partial Least Squares Discriminant Analysis 
(OPLSDA) was carried out to highlight the discriminating 
ions. The results are shown as an S-plot in which the discrimi-
nating ions appear in the upper right (overproduced in non-
mycorrhizal roots) and lower left corners (overproduced in 
mycorrhizal roots) of the graph (Figure 1C). Further analysis 
was focused exclusively on the metabolites over accumulated 
in mycorrhizal roots, a set of symbiosis-associated metabo-
lites that may include symbiotic signals. We selected 245 ions 
whose abundance in mycorrhizal roots was at least 10-fold 
that found in non-mycorrhizal roots (Figure 1C). From those 
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ions, we subtracted 12 ions that were also found in methanol 
extracts of germinated or non-germinated spores of R. irreg-
ularis (Supplemental Table  1). Although more information 
regarding these ions would be of great interest, we did not 
consider them here because we did not expect them to play a 
specific role in the late stage of the symbiosis. By this way, we 
considered the remaining 233 ions as strictly associated to the 
AM interaction. Because a particular molecular species can be 
detected over multiple signals (m/z) corresponding to the var-
ious isotopologs of adduct ions, multicharge states, and prod-
ucts of in-source fragmentation, the 233 ions were grouped 
per retention time to extract hypothetical parent ions. 
To verify the parent/daughter ion relationship, we analyzed 
the formation of daughter ions in MS/MS experiments. Finally, 
we estimated that 71 compounds were differentially accumu-
lated in mycorrhizal roots (Table 1).
The next step was to determine the elemental formula of 
the differentially accumulated compounds. It was estimated 
on the basis of the MS m/z values (2 p.p.m. accuracy) regis-
tered on the fourth decimal point and on isotopic patterns 
using the restricted elements C, H, O, N, S, P, I, Cl, K, and Na 
(FormulaSmart 3D software; Table 1). One elemental com-
position could be assigned to a total of 18 analytes, with 
high confidence scores for eight of them (Table 1). A single 
Figure 1. Metabolomic Analysis of Methanol Extracts of Mycorrhizal and Non-Mycorrhizal Medicago truncatula Roots.
(A) UHPLC–HR–MS Base Peak intensity (BPI) chromatograms of mycorrhizal (M) and non-mycorrhizal (NM) root methanol extracts. Letters a, b, c, 
and d indicate higher peaks in chromatogram (M).
(B) Principal component analysis of mycorrhizal (M) and NM root extracts (three biological replicates × two injections).
(C) S-plot graphical view of Orthogonal Partial Least Squares Discriminant Analysis (OPLSDA) of mycorrhizal and NM root extracts. The discriminat-
ing ions overproduced in NM roots (upper right) and in mycorrhizal roots (bottom left) are represented in grey and red, respectively.
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Table 1. List of 71 Analytes Overproduced in Mycorrhizal Roots of Medicago truncatula.
Analyte number Rt (min) Ions (m/z) M/nM ratio
Elemental composition or 
assignment
1 0.67 426.0928 M
2 0.83 397.1241 M C17H21N2O9b
3 0.85 265.0835 12
4 0.99 752.2221; 388.1361 M*
5 1.05 218.1385 M** Propionyl-carnitinea, c
6 1.59 345.1445; 182.0811 M* C18H21N2O5a
7 1.90 232.1543 M** Butyryl-carnitinea,c
8 3.17 984.3148 M*
9 3.25 638.2324[+2]; 849.3021; 422.1693[+2]; 805.385; 736.3286; 
447.1124; 441.1518; 425.1769; 403.1960; 241.1434; 223.1327; 
221.0751; 205.1240; 195.1379; 159.1173
41
10 3.42 278.1143[+2] M*
11 3.44 753.6917[+3] M*
12 3.47 407.2010[+2]; 683.2028; 561.2176; 517.3003; 507.1705; 
259.1545; 241.1434; 223.1327; 195.1380; 167.0713
20
13 3.49 269.1375 M
14 3.52 367.1221[+2] M*
15 3.66 225.1507; 161.1339 M
16 3.70 246.6099[+2]; 223.6071[+2] 32
17 3.76 458.2292 M
18 3.79 710.3419 28
19 3.79 685.2701 M*
20 3.90 880.7992[+2]; 663.7388[+2]; 182.0813[+2] M*
21 4.14 285.0770; 267.0659 11
22 4.19 977.3861; 527.1520; 511.1776; 489.1962; 453.1758; 241.1434; 
237.1151; 195.1383
31
23 4.26 587.1936 M
24 4.30 603.2006[+2]; 560.2008[+2]; 468.1457[+2]; 855.2592; 425.1461[+2]; 
305.0962[+2]; 585.1466; 290.0910[+2]; 541.2279; 428.2124; 
271.1173; 253.1059; 225.1138; 207.1023; 181.0766
M**
25 4.33 689.3018; 659.1845; 418.1925; 367.1381; 345.1543; 327.1435; 
291.1242; 241.1455; 223.0909; 205.1237; 195.1390
M* C35H50N2O8PSb
26 4.36 489.1969 M* C22H33O12b
27 4.60 428.2099 M
28 4.60 161.1338 12
29 4.64 848.4379 11
30 4.83 223.0626; 205.0508 M
31 4.83 521.2236 M* C28H35N4O2P2b
32 4.94 813.1944; 791.2601; 769.2752; 751.2645; 733.2599; 593.2463; 
575.2316; 557.2242; 501.1957; 483.1862; 399.2004; 325.1626; 
307.1548
54
33 5.03 475.2176; 209.1541 M* 13-Hydroxy-blumenol C 
9-O-MalGlcd
34 5.36 453.2480; 275.2005 M*
35 5.45 289.1644; 253.1437 28 C14H25O6b
36 5.49 410.1480; 392.1350 13
37 5.53 605.2969; 303.1523[+2]; 280.1492[+2] M*
38 5.64 291.1955; 273.1848 M* C18H27O3a
39 5.78 501.1984 M*
40 5.80 587.2869; 472.2366 M**
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Analyte number Rt (min) Ions (m/z) M/nM ratio
Elemental composition or 
assignment
41 5.91 701.8819[+2]; 327.1439 M*
42 6.00 418.0977 19
43 6.05 539.2483; 347.1848; 275.2007 M*
44 6.13 459.2223; 211.1707; 193.1595 10 Blumenol C 9-O-MalGlcd
45 6.14 505.1336 M*
46 6.16 539.2484[+2]; 787.2771; 771.3039; 749.3220; 271.1540[+2]; 
459.2227; 436.2128; 420.2238; 413.1207; 397.1469; 392.1915; 
375.1647; 357.1541; 253.1434; 235.1328; 217.1179; 211.1691
19
47 6.19 577.2852 M
48 6.19 547.1441 15 Afrormosin MalGlcd
49 6.30 620.3661 27
50 6.45 617.3158; 455.2633 M*
51 6.66 724.3763; 652.3912; 612.3949; 499.1208; 483.1470; 478.1914 20
52 6.75 357.1612[+2] M*
53 6.90 541.2649; 455.2651; 293.2111; 275.2007; 209.1546 15 C28H37N4O7b
54 7.05 738.3904 31
55 7.10 447.3117 M*
56 7.13 620.3634 M*
57 7.23 695.3069 36 C39H43N4O8b
58 7.33 655.2960 26 C32H47N4O14b
59 7.48 602.3170; 586.3231; 579.2198; 290.1090[+2]; 563.2462; 
541.2641; 523.2536; 505.2418; 487.2293; 479.2637; 461.2505; 
293.2110; 275.2006; 257.1904
275 C30H44N5O8b
60 7.58 411.2525 36
61 7.74 623.3020; 277.2145; 259.2065 M*
62 7.77 601.3216; 583.2747; 439.2689; 335.2224; 275.2007 M*
63 7.80 741.2964; 723.2863; 459.2278; 211.1704 21 C35H42N8NaO9b
64 8.13 283.0963 M* C17H15O4a
65 8.20 725.2689; 363.1384[+2]; 687.3219; 525.2691; 507.2595; 
489.2525; 463.2713; 445.2591; 277.2156; 259.2075
133
66 8.60 644.3271; 621.2300; 605.2567; 583.2745; 335.2216; 311.1141; 
275.2026; 257.1908
34
67 9.18 586.3225; 570.3307; 563.2271; 282.1116[+2]; 547.2514; 
525.2692; 507.2595; 489.2484; 463.2705; 445.2602; 282.1116; 
277.2161; 259.2067
36
68 9.24 837.3591 M
69 9.49 863.3696 M*
70 9.95 275.2010 23
71 10.34 587.2871 M
These analytes were only detected in mycorrhizal root extracts or were at least 10-fold more abundant than in non-mycorrhizal root extracts. For 
each metabolite (1–71) are provided the retention time, the corresponding ions, the intensity ratio between mycorrhizal and non-mycorrhizal 
root extracts (M/NM) when the metabolite is detected in both conditions, or the qualitative mark M when the metabolite is exclusively detected 
in mycorrhizal root extracts at low (M), medium (M*), or high (M**) abundance, and the elemental composition. Green ions were detected with 
the UHPLC–Q–ToF Premier mass spectrometer (Waters). Red ions were detected with the UHPLC Ultimate 3000 (Dionex)–Q–ToF Maxis (Bruker 
Datonics). Bold black ions were detected with both mass spectrometers.
a Single elemental composition generated by SmartFormula 3D (restricted element: C, H, O, N, S, P, I, Cl, K, Na).
b The first rank from different proposed elemental compositions.
c Identified by comparison with an authentic standard.
d Putatively identified by similarity to known compounds based on spectral/chromatographic properties.
[] the ion charge, when it is multi-charged.
Table 1. Continued
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elemental formula can correspond to tens or hundreds of 
different molecules. In order to determine the actual struc-
ture of metabolites with assigned formula, we screened 
the Dictionary of Natural Product (DNP) database, which 
contains 243 000 chemical entries. For the analyte 5 (m/z 
218.1386), we could identify eight compounds with exactly 
the same elemental composition (C10 H19 O4 N1). The MS/MS 
fragmentation of analyte 5 produced two major daughter 
ions (m/z 85.0278 and 159.0663) (Heinig and Henion, 1999) 
that were consistent with only one of the eight proposed 
molecules, namely propionyl-carnitine. The identity of this 
compound was confirmed through the analysis of a com-
mercial standard, which showed the same retention time 
(on two different column chemistries) and MS/MS profile 
than for the analyte 5. Metabolite 7 could also be identified 
as butyryl-carnitine from its mass-to-charge ratio, confirmed 
by analysis of the commercial standard. These two acyl-
carnitines are commonly involved in lipid metabolism. In 
addition, on the basis of its mass-to-charge ratio, one isofla-
vonoid, afrormosin, was identified among the mycorrhizal-
specific compounds (analyte 48, Table 1). This compound is 
known to be present in M. truncatula hairy roots (Staszkow 
et al., 2011).
Among the mycorrhiza-specific compounds detected in this 
work, only two of them were already identified in the work 
of Schliemann et al. (2008). They are cyclohexenone deriva-
tives: 13-hydroxylblumenol C 9-O-β-malonylglucoside (33) 
and blumenol C 9-O-β-malonylglucoside (44), identified on 
the basis of the corresponding ion masses. When ions over-
produced in mycorrhizal roots but with a lower ratio (from 
2 to 10) were considered, the ions of three flavonoids: daid-
zein, ononin, malonylononin identified by Schliemann et al. 
(2008) were also found (Supplemental Table 2).
Chromatographic Fractionations of Mycorrhizal and 
non-Mycorrhizal Root Extracts and Fungal Gene 
Expression Analysis
To reduce the number of chemical structures to elucidate, 
we explored the possibility to include additional biological 
screening. To verify that the methanol extracts of crushed 
mycorrhized roots contained important analytes involved in 
the symbiosis, we tested these crude extracts from mycorrhi-
zal versus non-mycorrhizal roots on a bioassay based on fun-
gal gene expression.
A set of 96 genes issuing from the transcriptome of 
R.  irregularis (Tisserant et al., 2012) was selected as symbio-
sis markers, based on their function in specific metabolism 
(growth, lipid metabolism, energy) and/or on the fact that 
their expression level was modified in planta, namely in the 
intraradical mycelium of the fungus relative to the extraradi-
cal mycelium (Supplemental Table 3).
We then separated the methanol extracts of mycorrhizal 
and non-mycorrhizal roots into ten preparative HPLC fractions 
(F1–F10), according to their increasing hydrophobic nature. 
Each fraction was analyzed in HR–MS to refine the analysis 
of the 71 selected analytes. Most fractions contained several 
selected analytes, but in higher number in F1–F6 (Table  2). 
Some analytes were found in two consecutive fractions.
The crude extracts and the corresponding 10 fractions 
obtained from non-mycorrhizal and mycorrhizal roots were 
applied to germinating spores of R.  irregularis for gene 
expression quantification. The crude extract was able to 
increase the transcript level of one gene only when compared 
to corresponding crude extract obtained from non-mycorrhi-
zal root extract (NM) (M/NM ratios >2 and <0.6) (Table  2). 
Six out of 10 fractions of mycorrhizal root extract (M) (F1, 
F5, F6, F8, F9, F10), when compared to the corresponding 
fractions of non-mycorrhizal root extract (NM), were able 
to increase or decrease significantly the transcript levels of 
at least one gene of R.  irregularis. In total, these fractions 
contained 27 discriminating analytes among which some 
may potentially regulate fungal gene expression (Table  2). 
Some genes were induced or repressed by several fractions 
(genes 11, 28, 36, 57, 73), while six genes were up-regulated 
by one fraction and down-regulated by another (genes 6, 30, 
50, 70, 74, 91) (Table 2). Despite the fact that no or fewer dis-
criminating ions were found in fractions 8, 9, and 10, these 
fractions exhibited a relatively strong gene induction activ-
ity. This could be due to a less efficient detection (ioniza-
tion) of discriminating ions in those less polar fractions, or 
to the presence of active analytes that were not considered 
with an overaccumulation threshold of 10. With lower over-
accumulation thresholds (between 2- and 10-fold), 16 addi-
tional discriminating ions were found in fractions 8, 9, and 10 
(Supplemental Table 2).
We further analyzed fraction F1 because it modified the 
expression of three genes (genes 50, 57, and 73) in a way simi-
lar to that found in planta and, for two of them (genes 57 
and 73), modification of gene expression was relatively high 
(Tables 2 and 3). This fraction F1 contains two identified mol-
ecules, propionyl- and butyryl-carnitines (metabolites 5 and 
7), that were exclusively detected in mycorrhizal root extracts 
and in high abundance (M**, Table 1). To explore the pos-
sibility that propionyl- and butyryl-carnitines were the active 
molecules in F1, we further purified these compounds by frac-
tionating F1 in 40 new semi-preparative HPLC sub-fractions 
(F1′–F40′). Propionyl- and butyryl-carnitines were found in F2′, 
F3′, and F4′ (Supplemental Table  4). Two mycorrhiza-associ-
ated analytes (4 and 6) of F1 co-eluted with propionyl- and 
butyryl-carnitines but the remaining eight (1, 3, 22, 23, 24, 
25, 26, 51) were either not detected or they were distributed 
in other F′ fractions. We then tested F2′, F3′, and F4′ onto the 
expression of the 21 genes previously identified as transcrip-
tionally regulated in Table  2. Fractions F3′ and F4′ did not 
regulate gene expression significantly (Table 3). Interestingly, 
among the four genes differentially regulated in F1, genes 
50, 57, and 73 showed a similar expression pattern after treat-
ment with F2′ (gene 11 here was not down-regulated; Table 3). 
In addition, three genes were down-regulated (1, 4, and 88). 
As F2′ contained both propionyl- and butyryl-carnitines, we 
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tested by RT–qPCR the activity of these two molecules. We 
found that both pure propionyl- and butyryl-carnitines, 
tested at 10–4 M, activated the transcription of gene 73, and 
butyryl-carnitine alone inhibited the transcription of genes 
50 and 57, as found with the fraction F1 (Table 3). We found 
a similar activity of these two molecules at lower concentra-
tions (down to 10–7 M) but the data were less reproducible 
(not shown).
dISCUSSIOn
To investigate the molecules present in mycorrhizal roots 
that could play some regulatory role in the AM symbiosis, 
we used Agrobacterium rhizogenes-transformed roots of 
M. truncatula colonized or not with the AM fungus R. irreg-
ularis. Mrosk and colleagues (2009) showed that mycorrhi-
zation rate, morphology of fungal and plant subcellular 
structures as well as accumulation of transcripts and sec-
ondary metabolites were similar in mycorrhizal M.  trunca-
tula composite plants harboring hairy roots versus wild-type 
roots. They found the same secondary metabolites accumu-
lating in mycorrhizal roots as described by Schliemann et al. 
(2008), such as isoflavonoids and apocarotenoids. In the 
present study, we used excised hairy roots. Although they 
can be viewed as even less natural, with aspects of hormo-
nal physiology and carbon metabolism strongly modified, 
excised hairy roots have proved to be suitable hosts for AM 
fungi (Fortin et al., 2002). The fungus forms normal intrarad-
ical structures and the most intimate biotrophic mechanisms 
seem to operate normally since the fungus can complete its 
life cycle. Given the still overly artificial mycorrhizal system 
used, we did not target our transcriptomic study on plant 
genes, but rather on fungal genes. This was also for the 
long-term objective to screen for plant metabolites, present 
in mycorrhizal roots, which may regulate certain key bio-
trophic functions of the fungus.
Based on HR–MS and multivariate analysis, we have estab-
lished a list of 71 analytes exclusively present or at least 
10–275-fold more abundant in mycorrhizal roots, many of 
them present in trace concentration and not even recorded 
in existing databases. Among the 21 secondary metabo-
lites identified as overproduced in mycorrhizal roots by 
Schliemann et  al. (2008), seven were structurally identified 
and five were also detected in our analysis (two cyclohex-
enone derivatives and three flavonoids). The present data 
provide an additional list of about 50 analytes at least 10-fold 
more abundant in mycorrhizal roots. This list is much longer 
if we include analytes two to nine-fold more abundant in 
mycorrhizal roots (Supplemental Table  2). As model organ-
isms used by the scientific community to generate substantial 
genomic, transcriptomic, and proteomic data were investi-
gated here, and considering the statistical robustness of the 
biological screens, we believe that these lists of mycorrhiza-
specific ions represent a reliable library of data, complemen-
tary to that of Schliemann et al. (2008), potentially useful for 
future research on AM symbiosis.
Among the 71 compounds revealed by differential metab-
olomics, a majority are likely to be simple metabolites, with 
no particular ‘regulatory’ functions. Our working hypothesis 
was that, among the mycorrhiza-specific metabolites, a few 
of them could play some regulatory role during symbiosis, 
particularly on fungal development. To try to identify these 
metabolites, we used a procedure combining metabolomic 
and transcriptomic data.
Table 3. Gene Expression of Rhizophagus irregularis in Response to Purified Fraction F2′, F3′, and F4′ Compared to this in Response to 
Commercial Propionyl- and Butyryl-Carnitines.
Gene number/putative function In planta F1 F2′ F3′ F4′
Propionyl- 
carnitine
Butyryl- 
carnitine
Gene_01/centromere-associated protein NUF2 2.7 –1.6 –1.8 –1.1 1.5 2 –13.4
Gene_04/leucine-rich repeat-containing protein 1.5 1.8 –2.4 –1.1 –1.4 –2.9 –1.1
Gene_11/lysophosphatidylcholine acyltransferase 2.6 –2.2 –1.1 –1.1 1.1 1.2 –1.1
Gene_28/alkyl hydroperoxide reductase –2.3 1.9 1.3 1.2 –1.9 –2.7 1.1
Gene_50/chitooligosaccharide deacetylase –3.3 –1.8 –6.8 –1.1 1.0 –1.1 –3.6
Gene_57/chitin deacetylase –3.1 –9.0 –1.7 –1.1 1.3 1.2 –8.8
Gene_73/chitin deacetylase 5.3 5.6 2.8 1 –1.2 3.6 20.3
Gene_74/chitin deacetylase 2.3 1.1 1.2 1.2 –1.2 2.3 1.8
Gene_83/heat shock 70 kDa protein 12A –3.2 1.7 1 1 –1.1 1.2 2
Gene_88/sacsin 1.2 1.8 –1.8 1 –1.2 –1.7 1.6
Gene_95/long-chain-fatty-acid–CoA ligase 1.3 1.2 –1.1 1 –1.1 1.1 –1.8
Red and blue colors indicate genes found to be significantly (P < 0.05) up- or down-regulated. The values represent the ratios of fungal transcript 
levels in planta (column 2), namely in the intraradical mycelium of the fungus relative to the extraradical mycelium, and of fungal transcript levels 
after treating the germinating spores of Rhizophagus irregularis with fractions F1, F2′, F3′, and F4′ of mycorrhizal and non-mycorrhizal root 
extracts (M/NM, columns 3–6), or with 10–4 M of propionyl- or butyryl-carnitine relative to acetonitrile control (columns 7–8). Negative values cor-
respond to the negative reciprocal of the ratio (e.g. 0.25 is reported as –4, a four-fold decrease).
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To explore this hypothesis, we faced a double challenge. One 
was to test the activity of these putative active metabolites, 
which normally influence the fungal development in planta, 
on germinating spores. Indeed, non-symbiotic germinating 
spores and biotrophic intradical mycelium are two contrasted 
developmental stages with different physiological function-
ing and gene expression (Bago et al., 1999; Pfeffer et al., 1999; 
Tisserant et  al., 2012). The second challenge was to reveal 
an activity of those putative regulatory molecules by using 
ground material, namely a complex mixture of compounds, 
normally present in an organized root tissue. The results show 
that, even ex planta, and in response to molecules present in 
ground material, germinating spores could up- or down-reg-
ulate the expression of genes normally induced or repressed 
in the fungus growing in planta (Table 2). Interestingly, the 
number of responsive genes was much higher when the fun-
gus was treated with fractionated material instead of a crude 
extract. While the expression of one gene only was modified 
in response to non-fractionated crude extract, the expression 
of 21 genes was found to be modified in response to the vari-
ous fractions (F1–F10). This observation could be due to fungal 
inhibitors in crude extract masking molecule activity. As a con-
sequence, a higher level of fractionation could increase even 
more the chance to reveal additional inducible genes. The ex 
planta up- and down-regulations of fungal gene expression 
we observed were in some cases similar to those observed 
in planta (genes 57 and 73, for instance) and in other cases 
they were opposite (genes 1 and 55, for instance). This could 
be caused by the presence in fractions of some antagonistic 
metabolites that do not coexist normally in an intact, com-
partmentalized root tissue. Inversely, it could also be due to 
the separation of metabolites normally occurring in combina-
tion in an intact root but whose activities are opposite.
We identified two mycorrhiza-associated metabolites, the 
propionyl-carnitine and the butyryl-carnitine, solely detected 
in mycorrhizal roots. They were present in relatively high 
intensities corresponding to 265 and 25 ng g–1 of root dry 
weight, respectively. No other acyl-carnitines were found 
among signals over accumulated in mycorrhizal roots (Table 1 
and Supplemental Table  2). However, by looking back to 
the raw MS data, m/z signals that could correspond to other 
carnitines such as L-carnitine, butenyl-carnitine, valeryl-car-
nitine, propenoyl-carnitine, and hydroxypropionyl-carnitine 
were detected in root extracts (data not shown). These mol-
ecules were not detected in the first screen because their 
concentration was not significantly different in mycorrhizal 
and non-mycorrhizal roots or their m/z intensity was too low. 
Acyl-carnitines of longer acyl chains were not detected either. 
This suggests that the two propionyl- and butyryl-carnitines 
that accumulate in mycorrhizal roots have a distinct status 
among the acyl-carnitine family and may play a specific role 
in the mycorrhizal symbiosis. We do not know here whether 
the elevated concentration of these two molecules is of plant 
or fungal origin but it is possible that the fungus in root tis-
sue is subjected, exogenously or endogenously, to relatively 
high concentrations of these molecules. Carnitine is known 
to be involved in lipid metabolism. It plays an essential role 
for the transport through the internal mitochondrial mem-
brane of long chain fatty acids into the mitochondrial matrix 
where fatty acids are oxidized. The presence of short-chain 
acyl-carnitines such as propionyl- and butyryl-carnitines in 
mycorrhizal roots could simply reflect changes in the fun-
gal lipid metabolism, in agreement with previous transcrip-
tomic data (Tisserant et al., 2012; Malbreil et al., unpublished 
data). Alternatively, these molecules could play a more subtle 
role to regulate the expression of R.  irregularis genes, such 
as genes 73, 57, and 50. Genes 73 and 57 code for putative 
chitin deacetylases, enzymes that are involved in fungal 
cell-wall organization during developmental stages such as 
growth and plant infection (Davis and Bartnick-Garcia, 1984; 
Kamakura et al., 2002). Gene 50 codes for a putative enzyme 
of the chitooligosaccharide deacetylase family. We can specu-
late that this enzyme or another member of this family, as an 
ortholog of Nod B of rhizobia, is involved in the synthesis of 
Myc-LCOs, which are symbiotic signals produced by AM fungi 
(Maillet et al., 2011). Much more work will be necessary to 
describe the actual role of propionyl- and butyryl-carnitines 
in the AM symbiosis: as metabolites capable of inducing AM 
fungal genes indirectly by boosting the fungal metabolism or 
as putative new symbiotic signals.
This study provides the first indication that combining 
metabolomics and biological screens based on gene expres-
sion responses can reveal unexpected and new aspects of 
regulation of the AM symbiosis.
METHOdS
Plant and Fungal Materials
Non-mycorrhizal and mycorrhizal (R.  irregularis) hairy root 
of M. truncatula Gaertn ‘Jemalong’ genotype A17 were pur-
chased from Agronutrition (Carbone, France). They were 
grown for 10 weeks on M medium (0.3 % Phytagel) (Bécard 
and Fortin, 1988) in a growth chamber at 24ºC, 50% humidity, 
in the dark. They were separated from solid M medium using 
a nitrocellulose membrane to facilitate, at the end of the cul-
ture, extraction of roots from the Phytagel. This was also to 
prevent contamination with Phytagel which can significantly 
hamper the methanol extraction (see below). Under this 
condition, the colonization rate by R.  irregularis was 49.7% 
(0.82 ± SEM) on average. It was estimated by using the grid-
line intersection method (Giovannetti and Mosse, 1980) after 
staining root fragments with Schaeffer black ink (Vierheilig 
et al., 1998).
Sterile spores of R.  irregularis (DAOM197198, for-
merly called Glomus intraradices) were purchased from 
Agronutrition (Carbone, France) and stored at 4ºC.
Chemicals
Ethyl acetate (HPLC grade), methanol (LC–MS grade), and 
acetonitrile (LC–MS grade) were purchased from Carlo Erba. 
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Formic acid, ammonium acetate, L-propionyl-carnitine, 
L-butyryl-carnitine, flavonoids (esculin, myricetin, chrysin, 
daidzein, iso-liquerginin, quercetin, liquerginin, formonon-
etin, biochanin A, rutin, medicarpin, genistein, hesperetin), 
methyl-stearate, and leucine-enkephaline were purchased 
from Sigma-Aldrich. Water was de-ionized and filtered 
through a Millipore Milli-Q-water purification system.
Metabolite Extraction
Three batches (biological replicates) of 10-week-old non-
mycorrhizal and mycorrhizal M. truncatula roots were frozen 
in liquid nitrogen and carefully fragmented with a mortar 
and pestle into small pieces (5-mm length). An aliquot was 
used to determine the mycorrhization rate; the remaining 
sample was then ground to a fine powder with a mechanical 
blender (Retsch 200, Düsseldorf, Germany) at 6000 r.p.m. for 
20 s in liquid nitrogen. For mass spectrometry analysis, the 
fresh powder (150 mg) was re-suspended in 1 ml of metha-
nol, sonicated for 1 min, then vortexed for 1 min. The last two 
steps were repeated three times. Then the samples were cen-
trifuged out (6000 r.p.m., 10 min) then dried under nitrogen.
For preparative HPLC separation, 120 g of fresh powder 
of mycorrhizal or non-mycorrhizal root were introduced in a 
decantation funnel, 800 ml of methanol were added, and the 
suspension was sonicated for 1 min and mixed for 1 min. The 
latter two steps were repeated three times. The extracts were 
filtered on Whatman paper then dried at 30ºC in a rotary 
evaporator.
For extracting pure R. irregularis material, we used 100 000 
of either non-germinated or germinated spores in 100 ml of 
M medium, in a 145-mm-diameter Petri dish at 30ºC, 2% CO2, 
for 7 d. Fungal materials were frozen in liquid nitrogen and 
ground and extracted with methanol as described above.
HPLC Separation
Non-mycorrhizal and mycorrhizal M. truncatula root extracts 
were dissolved in water/acetonitrile/DMSO (90:5:5, v:v:v) at the 
final concentration corresponding to 7 g fresh roots per 1 ml. 
To obtain preparative HPLC fractions, 1 ml of crude extracts 
was injected in a XBridge C18 OBD column (50  ×  150 mm, 
10 μm). A gradient using solvents A (water) and B (acetoni-
trile) was applied at a flow rate of 17 ml  min–1 as follows: 
0% B for 2 min, then 0%–50% B in 13 min, then 50%–100% 
B in 5 min, and then 100% B for 2 min. Ten fractions were 
collected, every 2 min, starting 2 min after injection. The 10 
collected fractions (F1–F10) were dried in a rotary evaporator 
at 30ºC, re-suspended in methanol, and transferred to 2-ml 
brown glass tubes, dried under nitrogen, and stored at –20ºC.
HPLC separation of F1 was performed as follows: F1 was 
suspended in 3 ml of water containing 0.05% formic acid and 
500 μl were injected six times on a C18 Inertsil® ODS-3 column 
(10 × 250 mm, Interchim). A gradient using solvents A (water 
containing 0.05% formic acid) and B (acetonitrile containing 
0.05% formic acid) was applied at a flow rate of 5 ml min–1 
as follows: 0% B for 2 min, then 0%–30% B in 30 min, then 
30%–100% B in 10 min, and then 100% B for 4 min. Forty frac-
tions were collected, every 1 min, starting 4 min after injec-
tion. The 40 collected fractions (F1′–F40′) were freeze-dried 
and stored at –20ºC.
UHPLC ESI Q-TOF MS Analysis
Non-mycorrhizal and mycorrhizal M. truncatula root extracts 
were dissolved in water/methanol (4:1, v:v) at a final concen-
tration corresponding to 150 mg fresh roots per 100 μl. The 10 
preparative HPLC fractions (F1–F10) and the 40 sub-fractions 
of F1 (F1′–F40′) were dissolved in the same solvent at a final 
concentration corresponding to 350 mg fresh roots per 100 μl. 
Solutions of the propionyl- and butyryl-carnitine standards 
were prepared by dissolving the pure compound in methanol 
at 2 μg ml–1.
The mass spectrometry analyses of crude extracts were 
performed on three independent batches of mycorrhizal and 
non-mycorrhizal root cultures (biological triplicates) and with 
two injections per batch (technical duplicates). The repeat-
ability of these analyses (biological + analytical variabil-
ity) was determined with a coefficient of variation of 25%. 
Samples (methanol crude root extracts, HPLC fractions, mix of 
flavonoids, propionyl- and butyryl-carnitine standards) were 
injected (10 μl, in partial loop) in an UHPLC-Q–ToF Premier 
mass spectrometer (Waters Inc.). The UHPLC separation was 
performed on a BEH C18 column (2.1 × 150 mm, 1.7 μm, Waters, 
Manchester). A gradient using solvents A (water containing 
0.05% formic acid) and B (acetonitrile containing 0.05% for-
mic acid) was applied at a flow rate of 0.4 ml min–1 as follows: 
5% B for 30 s, then 5%–50% B in 10.5 min, then 50%–100% 
B in 4 min, and then 100% B for 1 min. To compare the reten-
tion time of the propionyl-carnitine standard to the retention 
time of the molecule in F1, a second HPLC separation was per-
formed on a HILIC column (2.1 × 150 mm, 1.7 μm). A gradient, 
using solvents A (water containing 5 % ammonium acetate) 
and B (acetonitrile containing 5% ammonium acetate), was 
applied at a flow rate of 0.2 ml min–1 as follows: 100%–50% 
B in 11 min.
With the Q-ToF premier device (Waters, Manchester, UK), 
analyses were performed in the positive mode. The capillary 
was set to 3  kV, the cone to 30  V, the source temperature 
to 100ºC, the dessolvatation temperature to 350ºC. Gas flows 
were set at 60 (cone) and 600 l h–1 (dessolvatation). Leucine-
enkephaline was injected continuously as an internal lock 
mass every 10 s.  For the MS/MS experiments, the collision 
energy was set to 15, 20, or 30 eV.
With the UHPLC Ultimate 3000 (Dionex)–Q–ToF Maxis 
(Bruker Datonics), analyses were performed in the positive 
mode. The capillary was set to 4.5 kV, Set End plate Offset 
–500  V, Nebulizer 40.6  psi, Dry Heater 190ºC, and Gas Dry 
12  l  min–1. Methyl-stearate was injected continuously as an 
internal lock mass. For the MS/MS experiments, the collision 
energy was set to 15, 20, or 30 eV.
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Both spectrometers were calibrated externally using the 
calibration mixture containing sodium formate clusters.
Fungal Gene Expression Analysis
Fungal gene expression of germinated spores in response to 
the addition of various root extracts, purified or pure syn-
thetic molecules, was compared to in planta gene expression. 
First, a set of 96 genes (Supplemental Table 3) was selected 
from the R. irregularis transcriptome (Tisserant et al., 2012—
sequences available at http://mycor.nancy.inra.fr/IMGC/
GlomusGenome/index3.html). The expression of these genes 
was measured by RT–qPCR in mycorrhizal M. truncatula roots 
relative to extraradical mycelium (see Tisserant et al. (2012) 
for the production of the biological material). The Ct values 
of all genes from each biological sample were normalized rel-
ative to the translation elongation factor gene of R. irregula-
ris RiTEF (sequence accession: remain_c3297 at http://mycor.
nancy.inra.fr/IMGC/GlomusGenome/blast3.html; Kloppholz 
et al., 2011). For each gene, expression values were calculated 
with the formula 2–ΔΔCt comparing Ct values in planta and in 
extraradical mycelium, then they were statistically validated 
using the Student’s t-test (P < 0.05).
Then the expression of these 96 genes was quantified 
by RT–qPCR analysis in germinating spores of R.  irregularis 
treated with purified fractions or with pure synthetic mol-
ecules. R.  irregularis spores (20  000 spores per treatment) 
were pre-incubated in 10 ml of liquid M medium in a 55-mm-
diameter Petri dish at 30ºC, 2% CO2, for 2 d. Preparative HPLC 
fractions were re-suspended in 700 μl of water/acetonitrile 
(95:5, v:v). One hundred μl of non-fractionated crude samples 
or 100 μl of the 10 HPLC fractions, obtained from mycorrhi-
zal or non-mycorrhizal root extracts, were added to the ger-
minating spores, which were incubated for 1 or 7 additional 
days. Appropriate controls with acetonitrile and H2O were 
performed under the same conditions. In total, germinating 
spores were subjected to 24 treatments. The fungal material 
from the two time points was then collected, pooled, and 
frozen in liquid nitrogen before grinding. Total RNA was 
extracted using an RNeasy plant mini kit (Qiagen) following 
the manufacturer’s recommendations before quantification 
with a Nanodrop instrument. RNA quality was analyzed on 
Agilent chip. Reverse transcription was performed with a 
Verso cDNA kit (Thermo Science) using 1  μg of total RNA. 
Resulting cDNAs were diluted at 5  ng  μl–1. This procedure 
was performed with three independent biological replicates 
per treatment. Gene expression based on cDNA quantity was 
measured by using a Biomark II device from Fluidigm Co. 
This technology requires small RNA quantities and allows 
performing 9216 RT–qPCR reactions simultaneously. The Ct 
values of all genes from each biological sample were nor-
malized according to the geometric mean of three control 
genes whose expression was found the least variable by using 
NormFinder (genes 8, 37, and 47; Supplemental Table  3). 
For each gene, expression values were calculated with the 
formula 2–ΔΔCt comparing Ct values in control (acetonitrile) 
and assay conditions, then statistically validated using the 
Student’s t-test (P < 0.05) before calculating ratios of mycor-
rhizal to non-mycorrhizal fractions.
Commercial propionyl- and butyryl-carnitines were used at 
10–7 and 10–4 M in M medium to treat the germinating spores 
as described above for HPLC fractions knowing that the con-
centration of propionyl-carnitine in fraction F1 was estimated 
at 10–5 M and that of butyryl-carnitine at 10–6 M. The level 
of transcripts of the gene set whose expression was differ-
entially regulated in response to HPLC F1 was measured by 
RT–qPCR (Table 2).
data Processing
The UHPLC–HR–MS data were further processed with Marker 
Lynx software (Waters, Manchester, UK). Marker Lynx soft-
ware compares and discriminates data sets using a complete 
suite of advanced multivariate statistics (Laparre et al., 2011). 
When using the Q-TOF Maxis (Brucker Daltonics), raw data 
were transformed to Marker Lynx format by Dbrige (Waters). 
Samples were processed from 0 to 15 min with mass filters 
of 100–1000 m/z. The retention time and molecular windows 
were ±0.05 min and m/z 0.05  Da, respectively. Integration 
parameters were as follows: peak width at 5% height (auto-
matic), intensity threshold (100 counts). No automatic back-
ground or noise subtraction was applied to avoid loss of 
non-abundant signals: peak-to-peak baseline noise and dei-
sotope filtering were not activated. The intensity for each 
detected peak was normalized, within each sample, to the 
relative sum of all peak intensities. With Marker Lynx soft-
ware, multivariate analyses (MVAs) are performed by the 
SIMCA P (Umetrics) module. Prior to MVAs, PCA, and orthog-
onal partial least-squares or projection on latent structure-
discriminant analysis (OPLS-DA), data were scaled to unit 
variance or to Pareto variance.
When the analytes were exclusively detected in mycorrhizal 
root extracts, we used a qualitative scale for low (M), medium 
(M*), and high (M**) abundance, representing relative peak 
area ranging from 10–50, 50–500, and over 500, respectively.
SUPPLEMEnTARY dATA
Supplementary Data are available at Molecular Plant Online.
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Données additionnelles et commentaires 
Parallèlement aux fractions purifiées, certaines molécules, qui jouent ou pourraient jouer 
un rôle dans la symbiose ont été testées sur la régulation des 96 gènes de R. irregularis. 
Ainsi, un mélange équimolaire de strigolactones (Sorgolactone, 5-deoxystrigol et GR24 à 
une concentration de 10-7M pour chaque molécule), les acides dodécanoïque et 
tetradécanoïque (induisant la ramification des hyphes de G. gigantea achetés chez 
Sigma Aldrich, concentration finale 10-8M), l’acide trisporique (phéromone sexuelle des 
Mucuromycètes fournie par Kristin Schimek, Université Friedrich Schiller, Allemagne, 
concentration finale : 10-7M), un mix équimolaire de flavonoïdes (chrysine, myricétine, 
quercétine, formononétine, biochanine A, rutine, médicarpine, liquiritigénine, 
isoliquiritigénine, génistéine, hespéridine, naringénine, lutéoléine, daidzéine, esculine, 
scopolétine, kaempférol-3-rutinoside, concentration finale 10-7M) ont été ajoutés aux 
spores en germination.  
Aucun des 96 gènes analysés n’a montré de variation d'expression en réponse à l’ajout 
de ces différentes molécules. Les données d'expression génique globales réalisées en 
RNAseq en chapitre III (étude postérieure au travail présent) indiquent que le GR24, un 
analogue de strigolactone, induit des variations d'expression chez 286 gènes au cours du 
développement de R. irregularis, mais aucun parmi les 96 gènes testés en qPCR dans la 
présente étude ne figure dans la liste. Cette constatation souligne à quel point une 
approche avec a priori est hasardeuse : avec 96 gènes choisis parmi 30 282, il y a 1 
chance sur 315 de choisir un gène cible d'intérêt. La probabilité que l'absence de 
réponse observée à ces différentes molécules ne soit liée qu'à un mauvais choix de 
gènes est donc très forte. On voit par-là que cette stratégie de crible transcriptomique par 
qPCR BiomarkII ne peut reposer que sur des a priori robustes.  
 
V.4 Conclusions et perspectives 
 Il convient en premier lieu de discuter des limites de la stratégie transcriptomique 
choisie :  
 .Comme précédemment souligné, un criblage qPCR sur un nombre limité de 
gènes présente un fort degré d'incertitude. Une approche globale de RNAseq serait 
préférable, mais présente un coût très supérieur : pour tester 96 échantillons d'ARN 
comme pour le BiomarkII (32 conditions en triplicat biologiques), 4 lignes Hiseq seraient 
nécessaires en multiplexant 24 conditions par ligne, soit un coût 20 fois plus élevé (1,5 
k€ vs 32 k€). 
 .Une limitation importante à cette stratégie est la détermination d'une dose 
physiologique : la concentration en molécules appliquée a été déterminée après calcul 
de la concentration présente dans la racine afin de se rapprocher des conditions  
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biologiques. Néanmoins, l’abondance est calculée sur l’ensemble de la racine, or le 
champignon n’est présent que dans certaines cellules de l'hôte ; il est donc possible que 
les molécules à tester soient plus concentrées in vivo sur les zones fongiques 
cibles (arbuscule, apex des hyphes etc). 
 .La perception d'une molécule par le champignon peut nécessiter une longue mise 
au point, comme ce fut le cas pour définir les conditions idoines de perception du GR24 
par les hyphes de R. irregularis au GR24. 
 .La réceptivité du champignon à une molécule dépend de son stade de 
développement. Une molécule signal/substrat n'est active que si le système de 
perception/transport est activé au même moment. Ainsi il n'est pas assuré qu'une 
molécule signalétique tardive soit active sur le champignon à l'état de germination. Par 
exemple un signal impliqué dans le contrôle du développement des arbuscules, n'a pas 
d'effet a priori sur des spores en germination. Ainsi lors de l'établissement de la 
symbiose, les différentes étapes seraient régulées par une succession de 
signaux/mécanismes dont l'ordre d'apparition est incontournable.  
 .Inversement aux trois points précédents, sources d'absence de réponse dans nos 
essais, pouvant générer de faux négatifs, un effet observé pourrait aussi n'être 
qu'artéfactuel. Il ne peut être exclu que les effets observés sur la régulation des gènes 
puissent être liés à un stress du champignon plutôt qu’à une réponse physiologique. A 
noter toutefois que dans un tel cas un effet pléiotropique serait obtenu (répression ou 
surexpression de nombreux gènes), ce qui n'a jamais été observé ici. 
 .Ajoutons aux limites de la stratégie transcriptomique une restriction liée au choix 
des molécules extraites et séparées : les molécules très lipophiles et les peptides ont été 
ici exclus de l'analyse.  
Ces limites d'interprétation étant posées, il faut également rappeler que toute 
approche de criblage présente les défauts inhérents aux critères choisis et à la 
simplification des questions biologiques.  
Au final, ce travail a permis de montrer que 1) le couplage des approches 
métabolomiques et transcriptomiques permet d'identifier de nouvelles molécules d'intérêt 
dans l'établissement de la symbiose mycorhizienne et 2) que la propionyl-carnitine et la 
butyryl-carnitine sont deux molécules dont l’abondance augmente fortement dans les 
racines de M. truncatula lors de la symbiose et qu’elles induisent une régulation 
d'expression de trois gènes fongiques similaire à la régulation observée in planta par 
transcriptomique globale. Ces gènes codent pour des enzymes de la famille des chitines 
déacetylases, notamment impliqués dans l'organisation de la paroi et la croissance 
fongique.  
216 
  
  
217 
  
Le rôle stimulateur observé pour les dérivés de carnitine ouvre un nouveau champ de 
réflexion. L'ajout de ces composés à des hyphes de Gigaspora rosea n'a pas abouti à 
l'observation d'une induction de la ramification (essais non illustrés). Ceci n’est toutefois 
pas incompatible avec un rôle de ces molécules dans les étapes tardives de la symbiose. 
L’origine de ces molécules dans les tissus symbiotiques n'est pas élucidée, mais le 
champignon en germination seul ne produit pas ces composés à dose détectable par 
l'analyse utilisée. Chez les champignons et les plantes, l'acétyl-carnitine intervient dans 
la -oxydation des lipides lors de transferts entre peroxysome et mitochondries (Shen & 
Burger, 2009). L'implication d'une acétyl-carnitine transférase fongique dans la 
pathogénèse a été décrit sur Gibberella zeae (Son et al., 2012). Si les ACETYL-carnitine 
transférases sont à la fois peroxysomales et mitochondriales, les ACYL-carnitines 
translocases sont des protéines mitochondriales transportant les acyl-carnitines de 
différentes longueurs dans la matrice mitochondriales chez les plantes et les 
champignons. Un mutant sur une de ces protéines chez Magnaporthe oryzae présente 
une pathogénicité très réduite (Yang et al., 2012). Le rôle des propionyl- et butyryl-
carnitine en particulier est peu documenté dans la bibliographie. Leur ajout direct à des 
mitochondries isolées n'affecte pas le fonctionnement de la chaine respiratoire (Sauer et 
al., 2008). Chez l'arabette et d'autres plantes, il a été démontré que les acides 
propionique et iso-butyrique estérifiés par le CoA, connus par ailleurs pour leur rôle dans 
le catabolisme des acides aminés à chaine ramifiée (Val, Leu, Ile) eux-mêmes liés à 
l'anabolisme des triacyl-glycérides (Ge et al., 2014), sont impliqués dans les étapes de la 
-oxydation dans le peroxysome (Lucas et al., 2007).  
Pour terminer, précisons que les données du chapitre 3 de transcriptomique 
globale indiquent une légère réduction de l'activité de -oxydation chez R. irregularis in 
planta comparativement aux ERM. Ainsi en est-il pour l'expression d'un gène codant pour 
une carnitine O-acetyl-transferase (ID protein 346571 ; FC<-2,9, FDR<0,05), pour la 3-
Methylcrotonyl-CoA carboxylase (ID protein 68073 ; FC<-2, FDR<0,05), pour l'acyl-coA 
oxydase qui intervient dans la -oxydation (ID protein 337754 ; FC<-2, FDR<0,05) et 
pour de nombreux gènes codant pour la biogénèse des peroxysomes. Ainsi, si propionyl- 
et butyryl-carnitine ont une origine peroxysomale, c'est semble-t-il in planta que ces 
molécules sont formées et accumulées. Le rôle exact de ces molécules reste donc à 
décrire, mais il s'agit d'une piste très intéressante à poursuivre : ces molécules sont liées 
au métabolisme lipidique, métabolisme clé pour comprendre l'origine du caractère 
obligatoire de la biotrophie des CMA. 
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Conclusion générale & Perspectives 
 Ces trois années de thèses ont été riches de nouvelles connaissances sur les 
CMA, et grâce à un travail collaboratif j'ai participé aux conclusions suivantes :  
 -Le projet de séquençage du génome de R. irregularis DAOM197198 a été finalisé 
après près de 10 ans de travaux - période durant laquelle le champignon a changé trois 
fois de nom. Le génome de R. irregularis DAOM197198 est homocaryotique haploïde 
pour une taille de 154 Mb. Véritable souris blanche de laboratoire, la question est de 
savoir si cette souche est représentative de la plasticité nucléaire des CMA observée sur 
d'autres souches. 
 -Le couplage des données génomiques et RNAseq a permis de définir un 
répertoire robuste de 30 000 gènes prédits. Des études d'expression ont été réalisées 
avec ce répertoire. Il a été défini que la réponse aux strigolactones s’accompagne de la 
régulation de centaines de gènes, dont des gènes candidats pour la synthèse des 
CO/myc-LCO. Le fonctionnement symbiotique est basé sur une forte différence des 
programmes génétiques entre le champignon in planta et les hyphes extra racinaires. 
Enfin le programme génétique fongique mis en place in planta est fortement conservé 
même avec des hôtes phylogénétiquement éloignés. 
 
En complément des perspectives ciblées, présentées dans les différents 
chapitres, l'obtention du répertoire de gènes pour Rhizophagus irregularis DAOM197198 
ouvre grandes les vannes de l'imagination pour aborder différents thèmes de recherche 
pour mieux comprendre la symbiose MA :  
i) Etude des stades discrets de la symbiose : développement des hyphopodes et 
pénétration du champignon (quels sont les signaux inducteurs de formation des 
hyphopodes ? comment le champignon traverse-t-il les parois cellulaires sans émettre de 
protéines de dégradation ?) ; mécanismes de sporogénèse (impliquent-ils des 
mécanismes sexués, des mécanismes de sporogénèse présents chez les autres 
champignons ?) ; croissance in planta (les hyphes intercellulaires ont-ils une physiologie 
distincte des ERM ? Quels signaux induisent la différenciation des arbuscules ? Quel est 
le contrôle génétique qui suit l'apparition, le fonctionnement et la lyse des arbuscules ?). 
Ces études nécessiteront des années d'effort, la dissection et microdissection de stades 
de développement spécifiques et l'utilisation de plantes mutantes myc- qui permettront de 
comparer des champignons dans des stades de développement distincts (mutants 
bloquant la formation des hyphopodes, la pénétration précoce - PPA-, les arbuscules). 
Pour tous les mécanismes in planta, il sera désormais possible de tenter par HIGS la 
validation fonctionnelle homologue. 
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ii) La physiologie symbiotique peut désormais être décortiquée, grâce à l'approche 
RNAseq, par double transcriptomique simultanée (hôte-champignon), complétées de 
données métabolomiques. Les questions que je souhaiterais aborder dans l'immédiat 
sont les suivantes : 
 .Quelle est la nature précise des échanges carbonés ? S'il est bien 
démontré que les hexoses sont obtenus de l'hôte par le champignon, comment produit-il 
ses acides gras en absence de Fatty Acid Synthase qui synthétise le palmitate (C16) ? 
Des acides gras sont-ils importés de l'hôte ? Il sera nécessaire de démontrer ce transfert, 
et son mécanisme. A ce titre, une espèce de grand intérêt en génomique, à la fois sur le 
plan phylogénétique et fonctionnel, est Geosiphon pyriformis. Cette espèce de 
Glomeromycota présente la particularité d'être associée à des cyanobactéries présentes 
dans des renflements et non avec des plantes. Elle constituerait un modèle comparatif 
de grande importance pour mieux analyser la nature des échanges champignon - 
organisme phototrophe, et les adaptations afférentes conduisant au caractère obligatoire 
de la biotrophie. 
 .Quelle est la dynamique des échanges plante-champignon ? En lien avec 
la question précédente, une analyse des métabolismes primaires et du transportome 
devrait être réalisée sur 24h (alternance jour/nuit) par double transcriptomique (hôte-
champignon) pour mieux préciser la nature des échanges. Cette analyse pourrait être 
enrichie par l'utilisation de plantes de différents métabolismes photosynthétiques (C3, 
C4, CAM).  
 .Quels sont les flux de nutriments lors du fonctionnement en réseau 
mycélien ? L'étude du fonctionnement symbiotique sur différentes espèces végétales 
réunies par un réseau mycélien serait riche d'information sur la dynamique des 
échanges. 
 .L'identification des grands équilibres physiologiques nécessite de les 
perturber. Il serait très informatif d'analyser l'homéostasie des réseaux de régulation de 
gènes en condition de stress hydrique, nutritionnel (carence ou excès de N et P). De 
même, le comparatif que nous avons réalisé sur les mécanismes conservés de mise en 
place de la symbiose en chapitre IV serait à compléter en analysant le transcriptome 
fongique dans des interactions non-hôtes. Enfin, se rapprochant des conditions 
naturelles, analyser les réseaux de régulation lors la mise en compétition de plusieurs 
CMA sur un hôte serait une connaissance globale ultime de ces grands équilibres 
naturels. In fine, la génétique des CMA permettra de définir s'il est possible de faire de la 
sélection de souches et s'il est pertinent de le faire à l'échelle d'une région climato-
édaphique. La définition des grands principes de l'homéostasie physiologique des 
réseaux plantes-CMAs guidera les choix de cultures associées. Couplées aux approches  
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agro-écologiques, ces connaissances conditionneront une utilisation rationnelle des 
champignons mycorhiziens à arbuscules dans une agriculture plus respectueuse de 
l'environnement. 
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